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RÉSUMÉ 
Analyse génotypique et phénotypique d'isolats cliniques de Clostridium difficile et 
comparaison en fonction de la sévérité des symptômes 
Par Stéphanie Sirard 
Département de microbiologie et d'infectiologie 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de 
l'obtention du diplôme de maître ès sciences (M.Se.) en microbiologie, 
Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, 
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
Clostridium difficile est la principale cause de diarrhées nosocomiales liées à la 
prise d'antibiotiques. La souche hypervirulente NAP1/027 est apparue récemment et a 
causé de nombreuses épidémies en Amérique du Nord et en Europe. On considère 
généralement que cette souche produit plus de toxines, sporule davantage, provoque des 
infections plus sévères menant à des complications et est souvent associée aux cas de 
récurrence. 
Toutefois, des études récentes ont montré des données contradictoires à ce sujet. 
L'objectif de mes travaux de recherche est donc de déterminer si l'issue clinique des 
infections à C. difficile (ICD) peut être prédite en fonction du génotype et de certains 
phénotypes bactériens associés à la virulence, comme la production de toxines et la 
sporulation. 
Pour ce faire, 21 isolats cliniques associés à des ICD de sévérité différente (légère à 
modérée, sévère, compliquée) ont été caractérisés par des méthodes de typage courantes, 
incluant le ribotypage par PCR, le typage des répétitions en tandem, l'analyse de loci 
multiples de répétitions en tandem polymorphe, la détection des toxines A, B et CDT, ainsi 
que le séquençage du gène tcdC. Les taux de sporulation et la production des toxines A et B 
ont aussi été évalués in vitro, de même que la résistance des isolats à certains antibiotiques. 
La mobilité, la sensibilité des isolats à certains bactériophages et leur contenu en prophages 
ont aussi été étudiés. 
Les résultats de mes travaux démontrent que les méthodes de typage utilisées ne 
permettent pas de prévoir avec certitude le phénotype bactérien ni de prédire la sévérité des 
ICD. En effet, les souches NAP 1/027 peuvent autant provoquer des ICD non-sévères que 
mener à des complications. Le phénotype n'est pas non plus nécessairement un indice de la 
sévérité. Les souches NAP 1/027 produisent généralement plus de toxines, mais ne 
possèdent pas forcément la capacité de sporulation qu'on leur attribue généralement. Par 
conséquent, les généralisations à propos des souches NAP 1/027 devraient être évitées. 
MOTS CLÉS : Clostridium difficile, NAP1/027, toxine, sporulation, manifestation clinique 
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INTRODUCTION 
Un peu d'histoire 
Closthàium difficile s'est taillé une place importante dans le domaine médical ces 
dernières années, rivalisant avec les Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline 
(SARM), entérocoque résistant à la vancomycine (ERV), entérobactérics productrices de 
P-lactamases à spectre étendu (BLSE) et autres superbactéries. Il représente un adversaire 
de taille, particulièrement dans le milieu hospitalier, car il est la principale cause de 
diarrhées nosocomiales associées à la prise d'antibiotiques, totalisant entre 15 et 25 % des 
cas (BARTLETT et GERDING, 2008). 
C. difficile a attiré l'attention au cours de la dernière décennie, mais son 
identification comme pathogène humain date de la fin des années 1970. Bien que la toute 
première manifestation d'une colite pseudomembraneuse remonte à 1893, alors qu'une 
jeune femme avait développé des diarrhées suite à une intervention chirurgicale subie 
l'année précédente en raison d'une tumeur gastrique, ce n'est qu'en 1978 que le lien entre 
ce symptôme et C. difficile a été établi (FINNEY, 1893 ; BARTLETT et al., 1978b). Bien 
avant, soit en 1935, Hall et O'Toole avaient isolé une bactérie anaérobie des selles de 
nouveaux-nés faisant partie de leur flore microbienne normale. Ils l'avaient alors nommée 
Bacillus diffeilis, pour refléter les difficultés qu'ils avaient eues à l'isoler et à la cultiver 
(HALL et O'TOOLE, 1935). 
Puis, durant les années 1950, on croyait que la colite pseudomembraneuse était due 
à la présence de Staphylococcus aureus qui prédominait alors chez les patients ayant reçu 
des antibiotiques (BARTLETT, 2009). En 1974, une étude a été menée auprès de 
200 patients ayant été traités à la clindamycine ; 21 % des patients ont présenté des 
diarrhées et 10 %, une colite pseudomembraneuse (TEDESCO et al., 1974), ce qui a permis 
d'associer la clindamycine à la survenue de diarrhées. Peu après, une toxine produite par 
une espèce de Clostridium résistante à la clindamycine a été identifiée comme étant la 
cause de colite chez les hamsters (BARTLETT et al., 1977). Cette même toxine a ensuite 
été retrouvée dans des selles de patients aux prises avec une colite pseudomembraneuse 
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causée par la prise d'antibiotiques (BARTLETT et al., 1978a), témoignant ainsi de 
l'implication de C. difficile. 
Les recherches qui ont suivi ont permis de décrire les principaux facteurs de risque 
de développer une infection à C. difficile, de mettre au point des tests de détection basés sur 
la cytotoxicité et de mieux adapter les traitements nécessaires. De nos jours, Clostridium 
difficile amène de nouveaux défis qui découlent d'une augmentation de la fréquence et de la 
sévérité des infections, des risques plus élevés de rechutes et de la résistance aux 
antibiotiques (BARTLETT, 2010). 
Clostridium difficile 
C. difficile est un bâtonnet à Gram positif et mobile grâce à des flagelles péritriches. 
Il possède une capsule et forme des spores, des cellules en dormance qui sont extrêmement 
résistantes. Certaines souches sont toxinogènes, c'est-à-dire qu'elles produisent les toxines 
TcdA et TcdB. Ce sont ces souches qui sont impliquées dans les infections à Clostridium 
difficile (ICD). 
C. difficile est présent chez l'humain, principalement chez les patients hospitalisés 
où on le retrouve chez 16 à 35 % (ASLAM et al., 2005). Parmi ceux-ci, certains 
développeront une infection, d'autres seront seulement colonisés. Le risque d'être colonisé 
augmente en fonction de la durée du séjour à l'hôpital. 11 varie de 1 % chez les patients 
adultes admis depuis moins d'une semaine jusqu'à 50 % chez ceux dont le séjour dure 
depuis plus de quatre semaines (JOHNSON et al., 1990). Dans la communauté, jeunes et 
moins jeunes peuvent être colonisés ; 3 % des adultes sont des porteurs asymptomatiques et 
60 à 80 % des nouveaux-nés sont colonisés (V1SCIDI et al., 1981). Malgré le fait que la 
flore néonatale immature permette à C. difficile de coloniser l'intestin et de produire ses 
toxines, les nouveaux-nés ne développent pas de symptômes (WILSON, 1993). On estime 
que l'absence de manifestations cliniques proviendrait de l'incapacité des toxines à 
s'attacher à la muqueuse intestinale des nouveaux-nés, et ce, due à l'absence ou à 
l'immaturité des récepteurs à la surface des entérocytes (EGLOW et ai, 1992 ; BUTS, 
1996). Les anticorps de la mère pourraient également avoir un effet protecteur pour l'enfant 
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(TULLUS et ai, 1989 ; BUTS, 1996). La contamination des nouveaux-nés proviendrait de 
la flore vaginale maternelle ou de l'environnement hospitalier (TABAQCHALI et al., 
1984; McFARLAND et al., 2000). Enfin, le taux de portage diminue pour atteindre un 
niveau similaire à celui des adultes vers l'âge de 3 ans (McFARLAND et al., 2000). 
C. difficile est également présent dans le tractus intestinal de plusieurs animaux, 
notamment les animaux d'élevage (porcs, bovins, chevaux) et les animaux domestiques 
comme les chats et les chiens (BRAZIER, 1998). On le retrouve aussi dans 
l'environnement, plus précisément dans le sol, dans l'eau des rivières, des lacs et des 
piscines. Cette bactérie a même déjà été retrouvée dans de la viande et des légumes crus et 
sur des surfaces dans les maisons (al SAIF et BRAZIER, 1996 ; WEESE et al., 2009). 
Les infections à Clostridium difficile 
On considère C. difficile comme un pathogène opportuniste, car il est responsable 
des infections à C. difficile qui surviennent la plupart du temps suite à la prise 
d'antibiotiques, principalement ceux à large spectre. En absence d'antibiotique, la flore 
intestinale normale protège l'intestin et le risque de développer une ICD est minime. Par 
contre, lorsqu'un antibiotique détruit la flore intestinale, particulièrement les bactéries 
anaérobies, l'équilibre est rompu et les souches toxinogènes de C. difficile peuvent alors 
coloniser l'intestin et causer des dommages (Figure 1) (RUPNIK et al., 2009). La période 
d'incubation n'est pas connue, mais on estime que les symptômes peuvent apparaître entre 
un jour et six semaines suivant une exposition aux antibiotiques (ANAND et al., 1994 ; 
KELLY etal., 1994). 
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No antibiotic Antibiotic No antibiotic No antibiotic 
Normal flora Normal flora 
Flora disrupted Flora disrupted 
No CDI risk C di f f i c i le  that is C. di f f i c i le  that is No CDI risk 
résistant to the 
antibiotic has a 
résistant to the 
antibiotic has 
no advantage selective advantage 
Figure 1 | Les effets des antibiotiques sur la flore intestinale en lien avec le 
risque de développer une ICD. a) En absence d'antibiotiques qui détruisent la 
flore intestinale, les patients sont résistants aux ICD. b) Lors d'un traitement 
antibiotique, une infection avec une souche de C. difficile résistante à cet 
antibiotique est plus probable, c) Lors de l'arrêt du traitement, la flore demeure 
altérée pour une période variable. Les patients peuvent alors être infectés avec une 
souche résistante ou sensible à l'antibiotique administré, d) Une fois la flore 
intestinale renouvelée, cette colonisation permet la résistance face à C. difficile 
(RUPNIK et al., 2009). 
Mis à part l'exposition aux antibiotiques, qui est le principal facteur de risque de 
développer une ICD, plusieurs autres y prédisposent, comme un âge avancé et un séjour à 
l'hôpital ou dans un établissement de soins de longue durée (BARTLETT, 2006). En plus 
d'ctre exposes à un environnement contaminé par des spores de C. difficile. les patients qui 
y résident sont généralement plus vieux, plus susceptibles de recevoir des antibiotiques et 
de présenter une comorbidité plus élevée (RUPNIK et al2009). Le taux d'ICD chez les 
gens de 65 ans et plus est vingt fois supérieur à celui chez les plus jeunes (BARTLETT et 
GERDING, 2008). Parmi les autres facteurs de risque, se retrouvent une 
immunosuppression, une transplantation d'organe et la chimiothérapie 
ANANTMAKR1SHNAN, 2011 ). 
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Avant 2000, les antibiotiques les plus fréquemment associés aux 1CD étaient les 
céphalosporines (dont la céfotaxime et la ceftazidime) et la clindamycine (BARTLETT, 
2010). Maintenant, dû à leur usage grandement répandu, ce sont les fluoroquinolones qui 
sont associées au développement des ICD (LOO et al., 2005 ; MUTO et al., 2005 ; PÉPIN 
et al., 2005b). Les populations à risque de développer une ICD ont également changé 
depuis, ne se limitant plus aux patients âgés et hospitalisés. Les patients n'ayant pas reçu 
d'antibiotiques, les patients pédiatriques et les femmes enceintes sont désormais à risque 
(PITUCH, 2009). Selon une étude cas-témoins, où une exposition aux antibiotiques et une 
hospitalisation étaient plus fréquentes chez les cas que chez les témoins, environ la moitié 
des patients ayant acquis une ICD dans la communauté n'avaient pas reçu d'antibiotiques 
récemment (à l'intérieur d'un mois) et un tiers n'avait eu ni exposition aux antibiotiques ni 
séjour à l'hôpital récents (WILCOX et al., 2008). D'autres études ont quant à elles montré 
une augmentation des ICD pédiatriques. Aux Pays-Bas, entre 2007 et 2008, 18 % des ICD 
sont survenues chez des individus âgés de moins de 20 ans (BAUER et al., 2009), alors 
qu'aux États-Unis, le taux d'hospitalisations liées aux ICD chez les enfants a augmenté de 
7,24 à 12,80 (par 10 000 hospitalisations) entre 1997 et 2006 (ZILBERBERG et al., 2010). 
Ces études sont cependant parfois limitées par les données cliniques disponibles de même 
que par la difficulté à distinguer une infection d'une colonisation. 
Les symptômes des ICD peuvent varier grandement, d'une simple diarrhée à des 
complications pouvant être mortelles. Habituellement, les patients atteints souffrent de 
diarrhées aqueuses, de douleurs abdominales et de divers autres symptômes tels la fièvre et 
des nausées. Les complications incluent une colite pseudomembraneuse, un mégacôlon 
toxique, une perforation colique pouvant mener à un choc septique et même 
éventuellement, la mort. Les taux de mortalité associés à l'apparition d'un mégacôlon 
toxique varient de 24 à 38 % (POUTANEN et SIMOR, 2004 ; LAMONTAGNE et al., 
2007). Les lignes directrices récentes de YInfectious Diseuses Society of America (IDSA) et 
de la Society for Hospital Epidemiology of America (SHEA) ont ainsi proposé les 
caractéristiques permettant de départager les cas selon les symptômes observés (Tableau 1). 
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Tableau 1. Classification des ICD 
Lé Hère à modérée Sévère Compliquée 
Leucocytes > 
Crampes 15 000 H\potension 
cellules mm3 
Créatinine > 
Diarrhées 1.5x taux Megacôlon toxique 
initial 
Iléus 
Colectomie 
Perforation colique 
Classification selon les lignes directrices de Y Infections Diseuses Society of 
America (IDSA) et de la Societ\> for Hospital Epidemiology of America (SHEA) 
(COHEN et al., 2010). 
Rechutes et réinfections 
En plus des complications possibles, des rechutes surviennent chez environ 20 % 
des patients atteints d'une ICD (ASLAM et al., 2005). Ce taux grimpe à 45 % après un 
premier épisode de rechute et peut atteindre plus de 60 % après deux rechutes et plus 
(McFARLAND et al., 2002). On distingue une rechute, soit lorsqu'une même souche 
persiste dans l'intestin (source endogène) d'une réinfection, c'est-à-dire lors de 
l'acquisition d'une nouvelle souche (source exogène). On estime qu'une souche différente 
est responsable du nouvel épisode d'ICD dans 33 à 75 % des cas (JOHNSON, 2009). Les 
principaux facteurs de prédisposition à une rechute incluent la prise continue 
d'antibiotiques, l'usage d'antiacides et un âge élevé (GAREY et al., 2008). Une étude 
récente a rapporté que les patients aux prises avec des ICD récurrentes avaient une flore 
intestinale différente et que les populations bactériennes présentes dans leur intestin étaient 
variables et peu diversifiées (CHANG et al., 2008). Finalement, les cas de récurrence ont 
aussi été associés à de faibles niveaux sériques d'immunoglobulines anti-toxine A, 
suggérant qu'une réponse humorale à la toxine A puisse protéger contre le développement 
des ICD (KYNE et al., 2000 ; KYNE et al., 2001). 
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Les cas de récurrence accroissent le temps d'hospitalisation et, par conséquent, les 
coûts des traitements. En 2002, le coût annuel associé aux ICD aux États-Unis était estimé 
à 1,3 milliard de dollars, soit 12 825 S par hospitalisation (KYNE et al., 2002). En 2007, 
une autre estimation incluant les coûts associés aux hospitalisations dues aux cas de 
récurrence élevait le montant à 3,2 milliards $ (O'BRIEN et a/., 2007). 
Les traitements actuels 
La première stratégie consiste à cesser l'antibiothérapie utilisée pour traiter 
l'infection initiale ou à choisir un antibiotique plus spécifique. Cette seule mesure peut 
s'avérer suffisante. Sinon, il s'agit de traiter avec du métronidazole lors d'infections non-
sévères. Par contre, en cas d'ICD sévères, l'usage de métronidazole seul n'est pas 
recommandé à cause du taux élevé d'échec au traitement (PÉPIN et al., 2005a ; 
ZAR et ai, 2007). Les résultats d'une étude ont montré une augmentation de l'échec du 
traitement de 20 % entre 1991 et 2002, à 45 % entre 2003 et 2004. On traite donc les ICD 
sévères et les épisodes de récurrence avec de la vancomycine. Son usage doit toutefois être 
limité dû aux préoccupations qu'amène l'apparition de bactéries résistantes, dont 
l'entérocoque résistant à la vancomycine (ERV). Parmi les autres antibiotiques utilisés dans 
le traitement des ICD, notons la rifaximine dont l'efficacité est similaire à celle de la 
vancomycine et la téicoplanine qui ressemble aussi à la vancomycine. L'usage de la 
téicoplanine n'est toutefois pas approuvé aux États-Unis ni au Canada 
(ANANTHAKRISHNAN, 2011). 
Les traitements en développement 
Il y a plusieurs traitements en développement, notamment un nouvel antibiotique 
macrocyclique, la fidaxomicine. Des études ont montré que cet antibiotique affectait moins 
la flore intestinale que la vancomycine et conséquemment, qu'il était associé à un taux de 
rechute plus faible (LOUIE et al., 2011). L'injection d'anticorps monoclonaux est aussi un 
traitement prometteur. Une étude clinique en phase II menée auprès de 200 patients ayant 
reçu des anticorps monoclonaux dirigés contre les toxines A et B ou un placebo a montré 
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un taux de récurrence inférieur pour le groupe traité (7 %) par rapport au groupe placebo 
(25 %) (LOWY et al., 2010). 
La bactériothérapie est une approche relativement controversée qui a néanmoins 
dévoilé un potentiel thérapeutique intéressant. Elle consiste à utiliser des microorganismes 
inoffensifs dans le but de remplacer les microorganismes pathogènes, par la prise de 
probiotiques, l'utilisation d'une souche non-toxinogène ou par une transplantation fécale 
(HUOVINEN, 2001). Les probiotiques pourraient jouer plusieurs rôles dans la prévention 
et la thérapie des ICD. Ils pourraient, entre autres, participer à la restauration de la 
résistance grâce à la colonisation, à la prévention de dommages à l'épithélium intestinal, à 
l'inhibition de l'attachement des toxines à l'épithélium de l'hôte et à la favorisation de 
l'établissement d'une réponse immunitaire par l'hôte grâce à la production d'anticorps 
dirigés contre les toxines (KOO et al., 2010). Jusqu'à récemment, la plupart des études 
menées avec Saccharomyces boulardii et différentes espèces de Lactobacillus n'avaient pu 
montrer les effets de ces probiotiques (LEWIS et al., 1998 ; WULLT et al., 2003 ; 
KOTOWSKA et ai, 2005 ; LAWRENCE et al., 2005). L'étude de Gao réalisée avec des 
capsules contenant 50 milliards de Lactobacillus acidophilus CL 1285® et L. casei 
LCB80R® a prouvé leur efficacité dans la réduction de l'incidence des ICD (GAO et al., 
2010). 
Quant à l'utilisation d'une souche non-toxinogène, il s'agit de fournir des spores 
d'une souche de C. difficile inoffensive qui permettra de restaurer la colonisation de 
l'intestin d'un patient et ainsi de prévenir les récurrences. Cette stratégie fonctionne bien 
chez les hamsters, il reste désormais à prouver son efficacité chez les humains (SAMBOL 
et al., 2002). Enfin, la transplantation fécale consiste à administrer à un patient une infusion 
de selles d'un donneur sain, ce qui permet de contribuer à la reconstitution de la flore 
microbienne normale. Le rétablissement de la population de Bacteroides semble 
particulièrement important dans la prévention des rechutes. Le taux de succès de ce 
traitement a été évalué à 91 % parmi un total de 159 patients souffrant d'ICD récurrentes 
(van NOOD et al., 2009). 
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Pathogenèse des ICD 
Les spores 
L'infection à C. difficile s'établit grâce à une suite d'événements faisant intervenir 
plusieurs facteurs de virulence et d'adaptation que possède la bactérie. Le processus débute 
par l'ingestion de spores via une transmission fécale-orale. Les spores se disséminant 
facilement, un patient non infecté dont la flore normale est affectée par la prise 
d'antibiotiques, par exemple, et qui partage sa chambre d'hôpital avec un patient infecté 
peut facilement se trouver en contact avec des spores et ainsi se contaminer (BEST et al., 
2010). Dans les centres de soins de longue durée, les porteurs asymptomatiques sont aussi 
une source potentielle de transmission des spores (RIGGS et al., 2007). 
Les spores de plusieurs espèces de Bacillus et de Clostridium sont formées lors du 
processus de sporulation qui survient généralement lorsque les nutriments du milieu dont le 
carbone, l'azote et le phosphore se font rares (PIGGOT et HILBERT, 2004). Chez 
C. difficile, les connaissances à propos des étapes de la sporulation sont plutôt limitées. 
C'est pourquoi les notions décrites ci-dessous sont basées sur des observations réalisées 
chez Bacillus subtilis, qui a été largement étudié. La formation des spores est un processus 
complexe qui se divise en plusieurs stades faisant chacun intervenir différents régulateurs 
transcriptionnels spécifiques à la sporulation. Elle est initiée par divers signaux 
environnementaux dont la détection de certains peptides dans le milieu extracellulaire 
(SONENSHEIN, 2000). A mesure que la densité bactérienne augmente, des peptides sont 
sécrétés et ceux-ci sont détectés lors de l'atteinte d'une concentration critique par des 
récepteurs cellulaires. Ils pourront initier le transfert d'un groupement phosphate de l'ATP 
via les kinases histidine (KinB, KinC) et deux protéines intermédiaires, SpoO et SpoB, à un 
facteur de transcription, SpoOA. Il s'agit d'un régulateur positif essentiel à la sporulation, 
qui active la transcription de gènes impliqués dans le processus (spolIA, spoIIE, spoIIG). 
Un autre régulateur est un facteur sigma alternatif, aH, qui interagit avec l'ARN polymérase 
et permet l'initiation de la transcription via près d'une cinquantaine de promoteurs qui 
contrôlent au moins 87 gènes (BRITTON et al., 2002). Les étapes subséquentes incluent la 
formation de la préspore, l'engouffrement (processus qui ressemble à la phagocytose), la 
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formation du cortcx, puis de la tunique, qui conduisent à la maturation de la spore et à sa 
libération (ERRINGTON, 2003) (Figure 2). 
Figure 2 | Le cycle de sporulation chez Bacillus subtilis. Ce schéma simplifié 
illustre les principales étapes du processus (ERRINGTON, 2003). 
La sporulation mène à la formation de cellules en dormance qui sont 
métaboliquement inactives. Elles contiennent effectivement peu ou pas de composés 
énergétiques comme l'ATP et le NADH et l'activité enzymatique y est très limitée, voire 
absente. Le faible contenu en eau des spores expliquerait également le maintien de la 
dormance. Les spores peuvent par conséquent résister à des conditions extrêmes dont la 
chaleur humide et scche, les radiations UV et gamma, la dessiccation, de hautes pressions, 
mais également à plusieurs produits chimiques toxiques (SETLOW, 2007). La formation de 
spores est donc une stratégie des bactéries pour échapper à des conditions défavorables de 
croissance. 
Les spores peuvent être transportées via le vent, l'eau et les organismes vivants vers 
des environnements favorables à la germination (NICHOLSON et al., 2000). Dans les 
Végétative 
cycle Sporulation 
•Û 
Stacie Us 
Entèrent 
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hôpitaux, les mains du personnel soignant et l'environnement du patient peuvent être 
contaminés par des spores (RIGGS et al., 2007) et celles-ci peuvent persister plusieurs mois 
dans l'environnement (KIM et al., 1981). 
Lorsqu'elles se retrouvent en présence de conditions favorables, les spores vont 
germiner, c'est-à-dire qu'elles retournent à la forme végétative. Les facteurs qui influencent 
la germination varient entre les espèces et même entre les souches de bactéries. Les signaux 
auxquels C. difficile répond ne sont pas précisément connus, mais les sels biliaires dont le 
cholate, taurocholate et glycocholate, stimulent la germination in vitro alors que la glycine 
est nécessaire en tant que co-facteur (SORG et SONENSHEIN, 2008). Un autre facteur 
influençant la germination est la température. En comparant l'effet de la chaleur humide sur 
des préparations de spores jeunes et âgées, Rodriguez-Palacios et LeJeune ont remarqué 
que la germination et la récupération des spores étaient favorisées après un choc de 
15 minutes à 63 °C, alors que 71 °C avait un effet sub-létal. A 85 °C, ils ont observé une 
nette diminution de la récupération des spores, peu importe l'âge des spores, qui serait due 
à l'inhibition de la division cellulaire plutôt qu'à la germination elle-même (RODRIGUEZ-
PALACIOS et LeJEUNE, 2011). 
L'étude de Giel et al. a apporté des éclaircissements sur le processus de germination 
in vivo suite à l'analyse de contenus intestinaux et caecaux de souris. En traitant les extraits 
avec de la cholestyramine, une résine chélatrice des sels biliaires, la germination des spores 
a été considérablement réduite. De plus, les extraits capables de stimuler davantage la 
germination des spores contenaient des proportions supérieures de sels biliaires primaires 
par rapport aux autres extraits (GIEL et al., 2010). Ces observations renforcent l'idée que, 
lors d'une ICD, les spores ingérées survivent à l'environnement acide de l'estomac et 
germinent lorsqu'elles se retrouvent dans le petit intestin, grâce à la présence de sels 
biliaires (POUTANEN et SIMOR, 2004). 
Giel et ses collaborateurs ont aussi analysé des extraits intestinaux et caecaux de 
souris traitées ou non aux antibiotiques (clindamycine, ampicilline, streptomycine) et ont 
remarqué que les extraits provenant des souris traitées pouvaient stimuler la formation de 
colonies à partir de spores, soulevant ainsi l'implication des antibiotiques dans la 
germination de C. difficile (GIEL et al., 2010). Il s'avère que la germination était stimulée 
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suite à une diminution de l'activité de conversion des acides biliaires primaires en acides 
biliaires secondaires par les bactéries commensales endogènes. La proportion d'acides 
primaires étant alors plus élevée, la germination des spores était favorisée. D'autres études 
corroborent le rôle des antibiotiques dont les fluoroquinolones et la clindamycine dans la 
germination (BA1NES et al. 2009 ; SAXTON et al., 2009). Celle de Saxton a montré que la 
présence de ciprofloxacine, moxifloxacinc ou lévofloxacine menait à la germination des 
spores tout en aidant à la croissance des bactéries et à la production de toxines, alors qu'une 
combinaison de piperacilline et tazobactam laissait les populations bactériennes sous forme 
de spores (BAINES et al., 2005). L'effet des fluoroquinolones sur la croissance de 
C. difficile avait auparavant été signalé (ADAMS et al., 2007). 
Les facteurs de colonisation 
C. difficile possède des flagelles et des fimbriae. Le rôle des fimbriae dans la 
colonisation n'est pas clair, car aucune corrélation n'a pu être trouvée entre leur présence et 
une habileté particulière à adhérer à la muqueuse intestinale, dans un modèle de hamster 
(BORIELLO et al., 1988). Quant aux flagelles, ils facilitent le mouvement de C. difficile. 
Ils contribuent aussi à la virulence de la bactérie par chimiotaxie et via l'adhérence aux 
cellules intestinales (TASTEYRE et al., 2001). 
Les travaux de l'équipe de Collignon ont démontré que les niveaux d'anticorps 
dirigés contre FliC et FliD, les protéines du flagelle, ainsi que Cwp66, une adhésine, étaient 
supérieurs chez un groupe témoin comparativement à un groupe de patients atteints d'ICD, 
suggérant que ces protéines peuvent induire une réponse immunitaire (PECHINE et al., 
2005). Suite à ces résultats intéressants, Péchiné et ses collègues ont poursuivi les 
recherches en vue d'exploiter le potentiel des protéines de surface en tant qu'antigènes 
vaccinaux pour diminuer la colonisation intestinale. Après avoir vacciné des souris avec 
différentes combinaisons d'antigènes, ils les ont exposées à une souche toxinogène de 
C. difficile. Ils ont alors remarqué une différence significative des niveaux de colonisation, 
entre le groupe témoin et le groupe immunisé, confirmant le rôle des protéines de surface 
dans la colonisation (PÉCHINÉ et al., 2007). 
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C. difficile possède également une capsule formée de polysaccharides qui recouvre 
la bactérie, ce qui la protège contre la phagocytose. La présence de la capsule ne semble pas 
être associée à un état de virulence particulier, mais lui procure indéniablement un avantage 
face à l'action des leucocytes polymorphonucléaires (DAVIES et BORIELLO, 1990). Les 
protéines de surface, les SLPs (surface laver profeins) jouent un rôle dans l'adhérence des 
bactéries aux cellules épithélialcs, étape cruciale dans le processus de colonisation 
(CALABI et al., 2001). Plusieurs protéines de la paroi cellulaire interagissent aussi avec 
l'épithélium intestinal, dont Cwp66, une adhésine qui facilite l'attachement (WALIGORA 
et al., 2001), Fbp, une protéine liant la fibronectine (HENNEQUIN et al., 2003) et Cwp84, 
une protéase. Celle-ci possède une activité protéolytique contre la fibronectine, la 
vitronectine et la laminine, protéines de la membrane basale, impliquées dans le processus 
d'adhérence cellulaire. Cwp84 a la capacité de cliver ces protéines, mais ne peut toutefois 
pas dégrader le collagène. Ces propriétés pourraient contribuer à la dégradation des 
protéines de la matrice extracellulaire de l'hôte, favorisant ainsi la dégradation du tissu 
conjonctif et par le fait même, la dissémination de l'infection. (JANOIR et al., 2007). 
Les toxines 
TcdA et TcdB 
C. difficile possède de nombreux facteurs qui contribuent à l'établissement de 
l'infection, mais le facteur principal et essentiel est la production des toxines TcdA, une 
entérotoxine, et TcdB, une cytotoxine, qui font partie de la famille des Large Clostridial 
Toxins (LCTs) qui inclut aussi les toxines de Clostridium perfringens (TcpL), Clostridium 
sordellii (TcsL et TcsH) et Clostridium novyi (TcnA) (RUPNIK et ai, 2009). Les toxines A 
et B sont encodées par les gènes tcdA et tcdB qui se trouvent sur le locus de pathogénicité, 
le PaLoc, d'une longueur de 19,6 kb (Figure 3). Il contient aussi les gènes responsables de 
la régulation de la transcription des gènes des toxines, les régulateurs tcdR et tcdC 
(RUPNIK et al., 2009). TcdR, régulateur positif, est un facteur a alternatif qui régule 
positivement l'expression des gènes des toxines (DUPUY et MATAMOUROS, 2006). 
Quant à TcdC, il empêche la reconnaissance des promoteurs associés aux gènes des toxines 
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en interférant avec le complexe TcdR-ARN polymérase (MATAMOUROS et ai, 2007 ; 
DUPUY et al., 2008). Finalement, on retrouve le gène tcdE dont le produit partage une 
grande homologie avec une classe de protéines retrouvées chez les bactériophages, les 
holines. Ce sont des protéines cytolytiques qui provoquent la lyse des bactéries hôtes pour 
permettre la libération de la progéniture de phages. TcdE serait donc impliquée dans la 
sécrétion des toxines (TAN et al., 2001), sans toutefois causer la lyse cellulaire comme les 
holines virales. Chez les souches non-toxinogènes (TcdA-TcdB-), le PaLoc est remplacé 
par une séquence non-codante de 115 pb. La séquence du PaLoc étant variable, des 
changements dans cette région ont pu être observés d'une souche à l'autre et ont permis de 
les classer selon différents toxinotypes grâce à la technique de toxinotypage (RUPNIK et 
al., 2008). 
PaLoc (19 kb) 
tcdR tcdB tcdE tcdA tcdC 
Figure 3 | Représentation schématique de l'organisation des gènes du PaLoc. 
(RUPNIK et a!., 2009) 
Seulement les souches toxinogènes mènent au développement d'une ICD. La 
majorité des souches toxinogènes produisent les deux toxines, mais environ 7 à 10 % des 
ICD sont attribuables à des souches produisant uniquement la toxine B (DRUDY et al., 
2007). On pensait au départ que la toxine A était primordiale dans la pathogenèse des ICD 
(LYERLY et al., 1985), mais des recherches ont ensuite suggéré que c'était plutôt la toxine 
B qui est essentielle à l'infection. En effet, les résultats d'une étude impliquant un modèle 
de hamster ont montré que des mutants de la souche C. difficile J1R8094 TcdA+TcdB-, 
créés par conjugaison, ne provoquaient pas de symptômes, contrairement aux mutants 
TcdA-TcdB+ (LYRAS et al., 2009). Plus récemment, une équipe de l'Université de 
Nottingham a rétabli l'importance des deux toxines dans rétablissement de l'infection. La 
construction de mutants, à partir de la souche CD630Atrw grâce au système ClosTron. 
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capables de produire l'une ou l'autre des toxines, a permis d'observer l'apparition de 
symptômes dans un modèle de hamster. Grâce à leur double mutant où les gènes des 
toxines A et B étaient inactivés, ils ont pu atténuer complètement la virulence de la bactérie 
(KUEHNE et al., 2010). 
Les toxines A et B sont produites durant la phase stationnaire de croissance. Elles 
possèdent une activité glucosyltransférase et agissent en modifiant et en inactivant des 
protéines de la superfamille Ras des petites GTPases Rho, Rac et Cdc42, via le transfert 
d'un glucose. Cette modification irréversible inactive ces protéines régulatrices, ce qui 
mène au dérèglement des voies de signalisation vitales dans la cellule. Les effets 
s'enchainent ensuite : condensation d'actine, activation de la transcription et apoptose 
(VOTH et BALLARD, 2005). 
Dans le colon, les bactéries se multiplient activement et produisent les toxines et des 
enzymes hydrolytiqucs. La production locale des toxines mène à la production de TNFa et 
des interleukines proinflammatoires, ce qui augmente la perméabilité vasculaire et mène au 
recrutement des neutrophiles et des monocytes. Ceci a pour effet de provoquer l'ouverture 
des jonctions cellulaires épithéliales et l'apoptose des cellules épithéliales (MAHIDA et al., 
1996 ; OHGUCHI et al., 1996). Il a été démontré que la toxine A induit l'apoptose via la 
voie mitochondriale (MATTE et al., 2009). Finalement, la production locale d'enzymes 
hydrolytiqucs conduit à la dégradation du tissu conjonctif, ce qui mène à une colite, la 
formation de pseudomembranes et des diarrhées aqueuses. 
CDT 
En plus des toxines A et B, certaines souches produisent également la toxine binaire 
CDT (Clostridium difficile transferase), formée de deux sous-unités : CDTa, domaine 
enzymatique et CDTb, domaine de liaison (POPOFF et al., 1988 ; PERELLE et al., 1997). 
On la retrouve chez les souches hypervirulentes NAP1/027 et chez environ 6 à 10 % des 
autres souches (STUBBS et al., 2000 ; GONÇALVES et al., 2004). La séquence en acides 
aminés de la toxine CDT est très similaire à celles d'autres toxines de clostridies, 
notamment la toxine iota de C. perfringens, la toxine C2 de C. botulinum et la toxine de 
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C. spiro forme (POPOFF et BOQUET, 1988 : POPOFF et aL 1988 ; PERELLE et ai, 
1997). 
Les deux sous-unités de la toxine binaire sont encodées par les gènes cdtA et cdtB 
qui se retrouvent sur un locus de 4.3 kb, le CdtLoc (Figure 4). Le produit du gène ciltR est 
un membre de la famille LytTR et régule l'expression de ces deux gènes (CARTER et al., 
2007). 
CDT locus (4 3 kb) 
1 
:dïR 
18 
cdîA cdtB 
1383 
-Y, 
2631 
Figure 4 | Représentation schématique des gènes du CdtLoc. 
(RUPNIK et al., 2009) 
CDT possède une activité d'actine-ADPribosyltransférase, ce qui a pour effet 
d'inhiber la polymérisation des monomères d'actine (GONÇALVES et al., 2004). 
Récemment, il a été démontré que la toxine binaire induit la formation de protrusions chez 
les cellules épithéliales, ce qui augmente l'adhérence des bactéries aux cellules via la 
formation d'un treillis dense à la surface cellulaire (SCHWAN et al., 2009). La production 
de cette toxine pourrait donc ajouter à la virulence de la bactérie. Par contre, la toxine 
binaire ne peut causer à elle seule l'infection ; une souche CDT+ qui ne produit ni la toxine 
A ni la B ne pourra que coloniser l'intestin, du moins dans un modèle de hamster (GERIC 
et al2006). 
11 est désormais évident que C. difficile est une espèce très diversifiée 
génétiquement. C'est grâce au développement de diverses méthodes de typage moléculaire 
qui ont été mises au point au 111 des années que des études épidémiologiques ont permis 
d'élargir nos connaissances à propos de cette bactérie et de son implication dans les 
infections nosocomiales. 
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Les techniques de typage 
Il existe plusieurs techniques permettant de caractériser les souches de C. difficile. 
Certaines sont basées sur l'analyse du génome bactérien entier, alors que d'autres ciblent 
certains gènes en particulier. 
Les techniques qui reposent sur l'analyse du génome entier incluent des méthodes 
qui nécessitent une digestion enzymatique comme l'analyse par enzyme de restriction 
(REA), l'électrophorèse en champ puisé (PFGE) et l'amplification de polymorphismes de 
longueur de fragments (AFLP) (KILLGORE et al., 2008). Les caractéristiques des 
principales méthodes de typage de C. difficile sont présentées au Tableau 2, 
Tableau 2. Caractéristiques des principales méthodes utilisées pour le typage de C.difficile 
Méthodes Cible 
Pouvoir de 
discrimination 
Typabilité Reproductibilité Performance Interprétation Coûts 
Échanges 
entre 
laboratoires 
Références2 
REA 
Génome entier, 
restriction 
+ + ± ± - + 
Kuijper, 1987 
Clabots, 1993 
PFGE 
Génome entier, 
-i- 4- -i-
Kato, 1994 
restriction 
X I X 
Gai, 2005 
AFLP 
Génome entier, 
| | 4_ 1 | j. 4. 44. 
Klaassen, 
restriction 
7 loci de 
r T T TT X T TT 
2002 
Marsh, 2006 
MLVA répétitions en 
tandem 
-~t-~ -t ""  ^ —- van den Berg. 
2007 
Ribotypage 
Région 
intergénique 16S-
23S 
++ + +++ +++ ++ + 
Bidet, 1999 
Stubbs, 1999 
MLST 7 gènes conservés — + — Lemee, 2004 
TRST Loci TR6 et TRIO ++ + +++ +++ •H- ++ +++ Zaiss, 2009 
Toxinotypage 
Gènes tcdA et 
tcdB 
- — - - Rupnik, 1998 
Typage fliC 
Gène de la 
flagelline 
± + ++ ++ "H- + 
Tasteyre, 
2000 
Typage slpA 
Gène du 
précurseur S-layer 
± — -
Karjalainen, 
2002 
Kato, 2005 
Adapté de KUIJPER et al., 2009 
» 
Lorsqu'applicable, seulement la première description de la méthode est citée 
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L'analyse par enzyme de restriction (REA) 
L'analyse par enzyme de restriction consiste à digérer l'ADN génomique d'une 
souche grâce à une enzyme qui coupe fréquemment, telle //mdlll, ce qui permet de générer 
un profil complexe de fragments pouvant être visualisé sur un gel de d'agarosc puis 
comparé à d'autres profils de souches différentes. REA est une méthode stable qui a un 
grand pouvoir de discrimination, mais qui permet difficilement l'échange entre laboratoires, 
car l'interprétation des patrons de bandes est subjective et nécessite l'analyse des isolats sur 
un même gel pour pouvoir les comparer (KUIJPER et al., 1987 ; CLABOTS et al., 1993). 
L'électrophorèse en champ puisé (PFGE) 
Le PFGE est aussi une technique basée sur la digestion de l'ADN génomique, mais 
par une enzyme de restriction qui coupe rarement, généralement Smal. De plus, la digestion 
enzymatique a lieu lorsque les bactéries, prises dans un bloc d'agarose, sont lysées et 
libèrent leur contenu génétique directement dans le gel. Les gros fragments d'ADN sont 
ensuite soumis à une tension électrique qui varie selon trois directions, de l'axe central à 
120°. Un profil de bandes peut finalement être établi (SCHWARTZ et CANTOR, 1984 ; 
KATO et al., 1994). Au départ, le PFGE n'était pas toujours pratique pour le typage étant 
donné que certaines souches étaient difficiles à caractériser à cause de la dégradation de 
leur ADN (KLAASSEN et al., 2002). Ce problème semble toutefois avoir été contourné 
grâce à l'ajout de thiourée (GAL et al., 2005). Le PFGE représente désormais la méthode 
de référence en Amérique du Nord (JANEZIC et RUPNIK, 2010). 
L'amplification de polymorphismes de longueur de fragments (AFLP) 
La technique AFLP est basée sur l'amplification sélective par PCR de fragments de 
restriction à partir d'ADN génomique digéré par une ou deux enzymes de restriction. Elle 
s'appuie sur la variation des mutations dans les sites de restriction, dans les séquences 
adjacentes à ces sites et sur les insertions et les délétions dans les fragments amplifiés, ce 
qui permet de détecter les polymorphismes à différents endroits du génome simultanément 
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(VOS et al., 1995). Il s'agit d'une technique nécessitant moins de temps et une plus faible 
quantité d'ADN que le PFGE (KLAASSEN et al., 2002). 
Parmi les techniques qui se basent sur l'étude de gènes particuliers, on retrouve le 
ribotypage par PCR, l'analyse de loci multiples de répétitions en tandem polymorphe 
(MLVA), le typage de séquences de loci multiples (MLST), le typage de séquences de 
répétitions en tandem (TRST), le toxinotypage et le typage des gènes fliC et slpA 
(KUIJPER et al., 2009). 
Le ribotypage par PCR 
Le ribotypage par PCR est largement utilisé, car c'est une méthode reconnue, 
relativement rapide et reproductible, ce qui fait d'elle la méthode de référence en Europe 
(BIDET et al., 1999 ; STUBBS et al., 1999 ; BIDET et al., 2000). Au Royaume-Uni, 
l'Anaerobe Reference Lahoratory à Cardiff a construit une banque de plusieurs milliers 
d'isolats provenant de différentes sources et a identifié à ce jour plus de 200 ribotypes 
(TENOVER et al., 2011). Cette méthode est basée sur l'amplification par PCR des régions 
intergéniques de l'ADNr 16S et 23S, qui varient en séquence, en taille et en nombre sur le 
chromosome bactérien (BIDET et al., 1999). Elle permet ensuite d'établir des profils de 
bandes qui peuvent être comparés entre eux grâce à des dendrogrammes basés sur le 
pourcentage de similarité des profils. Malheureusement, le ribotypage ne possède pas un 
pouvoir discriminant suffisant pour distinguer certains génotypes, ce qui peut parfois nuire 
aux études épidémiologiques (BIDET et al., 2000). De plus, les échanges entre laboratoires 
ne sont pas favorisés, étant donné que l'analyse est basée sur des profils de bandes. Les 
méthodes basées sur l'analyse de séquences dont le MLST et le TRST fournissent quant à 
elles l'avantage de permettre facilement l'échange de données entre laboratoires 
(KILLGORE et al., 2008). 
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L'analyse de loci multiples de répétitions en tandem polymorphe (MLVA) 
La technique MLVA offre un des plus grands pouvoirs de discrimination, une bonne 
reproductibilité et une excellente stabilité. Le principe repose sur la variation du nombre de 
séquences répétées en tandem (VNTR) dans plusieurs loci du chromosome bactérien. Sept 
loci dont les répétitions en tandem varient entre 2 et 9 pb ont été identifiés et servent à la 
caractérisation des isolats (van DEN BERG et al., 2007) (voir Chapitre 2 pour les détails). 
Le typage de séquences de loci multiples (MLST) 
La technique MLST est utilisée pour l'étude de structures de populations et de leurs 
relations génétiques et a fourni des résultats intéressants pour l'épidémiologie globale chez 
plusieurs bactéries dont Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus et 
Campylobacter jejuni. Elle consiste à analyser la séquence de certains gènes conservés 
après une amplification par PCR. Pour le typage de C. difficile, sept gènes conservés ont été 
sélectionnés, ciblant des régions d'environ 400-500 pb. Cette méthode permet de stocker et 
de partager facilement des séquences d'ADN via une base de données centrale, ce qui 
représente une ressource utile lors d'études épidémiologiques (LEMEE et al., 2004). 
Le typage de séquences de répétitions en tandem (TRST) 
Le typage de séquences de répétitions en tandem a été développé récemment et se 
base sur le séquençage de deux loci de répétitions en tandem variables d'une souche à 
l'autre et de la combinaison entre les deux, qui permet d'établir un type TRST. Au départ, 
près d'une cinquantaine de régions de séquences répétées correspondant aux critères de 
sélection ont été identifiées chez la souche 630 : la longueur de la répétition (15-40 pb) et le 
nombre de copies de la répétition (>5). De ce nombre, seulement deux rencontraient les 
autres critères, dont la création d'amorces possibles et une variation suffisante afin de 
pouvoir discriminer efficacement les souches. Il s'agit des loci TR6 et TRIO. Le locus TR6 
est localisé à l'intérieur d'un cadre de lecture ouvert encodant une protéine hypothétique 
(ORF CD0603), alors que TRIO fait partie d'une région non-codante. Même si les deux 
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loci sont très variables, ils ont semblé suffisamment stables pour permettre l'identification 
d'isolats génétiquement reliés à travers le temps. L'étude a été menée sur 154 isolats 
représentant 75 ribotypes et a démontré une excellente concordance entre le ribotype et le 
type TRST et un pouvoir de discrimination similaire. De plus, le TRST permet la 
reconstruction de populations clonales et l'étude de leur évolution (ZAISS et al., 2009). 
Le toxinotypage 
Le typage des gènes des toxines et des gènes flicC et slpA est fondé sur le 
polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP). La région d'intérêt est 
amplifiée par PCR et l'amplicon est ensuite digéré avec des enzymes de restrictions et les 
fragments sont visualisés sur un gel. Le toxinotypage implique la détection de 
polymorphismes des gènes des toxines A et B et des gènes de régulation. Six régions sont 
amplifiées et digérées (RUPNIK et al., 1998). Jusqu'à présent, 26 toxinotypes ont été 
identifiés (RUPNIK et al., 2003a). 
Le typage de fliC 
Une autre cible pour le typage est le gène de la flagelline (JliC), une protéine 
constituant le flagelle. Une étude portant sur 47 isolats de C. difficile a démontré que les 
souches non-flagellées contenaient aussi le gène fliC donc pouvaient également être 
caractérisées grâce à cette méthode. Elle a auparavant été testée sur plusieurs autres 
bactéries dont C. jejuni, Pseudomonas aeruginosa et Helicobacter pylori. Les résultats ont 
montré une grande diversité génétique du gène du flagelle, suggérant que cette technique 
puisse être employée dans la caractérisation de souches bactériennes (TASTEYRE et al., 
2000). 
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Le typage de slpA 
Le gène slpA a aussi été identifié comme étant un bon candidat pour différencier des 
souches entre elles. Ce gène encode un précurseur des protéines S-layer, protéines de 
surface retrouvées chez C. difficile qui varient parmi les isolats (McCOUBREY et 
POXTON, 2001 ; CALABI et al., 2001). Sept types S ont été identifiés, dont un représente 
73 % des isolats cliniques et 93 % des isolats environnementaux (McCOUBREY et al., 
2003). Tout comme le MLST, cette méthode est utile pour l'épidémiologie globale. Il s'agit 
d'une méthode reproductible, sensible et fiable qui peut également être appliquée pour le 
typage directement sur des échantillons cliniques (KARJALAINEN et al., 2002 ; KATO et 
al., 2005). 
Certaines de ces méthodes servent à l'épidémiologie à court terme (REA, 
ribotypage par PCR, MLVA), c'est-à-dire lors d'éclosions, alors que d'autres sont plutôt 
utiles à l'épidémiologie à long terme (MLST, AFLP) (KUIJPER et al., 2009). Toutes ces 
techniques ont mené à une meilleure caractérisation de la diversité des souches de 
C. difficile, essentielle à la compréhension du phénomène des infections à C. difficile et de 
son évolution. 
Souche hypervirulente NAP1/027 
Ce n'est que durant la dernière décennie que C. difficile est devenu une 
préoccupation majeure dans le milieu hospitalier. Avant, les infections pouvaient être 
traitées sans trop de problèmes, il suffisait bien souvent d'arrêter le traitement antibiotique 
qui avait mené à l'ICD pour que celle-ci se résorbe, sans complications. Mais en 2001, une 
nouvelle souche venait compliquer les choses ; on assistait alors à l'émergence d'une 
souche hypervirulente. 
Durant cette période, le nombre d'hospitalisations associées aux ICD, aux 
États-Unis, est passé de 82 000 (31 pour 100 000 de population) en 1996, à 178 000 (61 
pour 100 000 de population) en 2003 (McDONALD et al., 2006). Des observations 
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similaires ont été réalisées au Québec, soit une augmentation de 35,6 pour 100 000 en 
1991, à 156,3 pour 100 000 en 2003 (PÉPIN et al.. 2004). En 2005, le Québec a été la 
province canadienne la plus touchée par les infections causées par la souche NAP1/027 
(O'CONNOR et ai., 2009) (Figure 5). 
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Figure 5 | Proportions d'isolats de C. difficile NAP1/027 dans les provinces 
canadiennes, selon le Programme Canadien de Surveillance des Infections 
Nosocomiales (PCSIN) (O'CONNOR et al., 2009). 
La proportion de patients subissant des complications a connu un accroissement de 
7,1 % à 18,2 %, alors que la mortalité à 30 jours a aussi augmenté de 4,7 % à 13,8 % au 
cours de cette même période (PÉPIN et al., 2004). Le Royaume-Uni a également connu des 
épidémies sévères où un taux de mortalité six fois plus élevé a été observé entre 1999 et 
2006 (CLEMENTS et al.. 2010). 
Les épidémies reliées à C. difficile au cours des dernières années en Amérique du 
Nord et en Europe sont attribuables à l'émergence d'un clone (LOO et al., 2005 ; 
McDONALD et al., 2005). Celte souche hypervirulente est connue sous le nom de 
BI/NAP1/027 qui réfère au profil de restriction d'enzyme (REA) Bl, au profil 
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d'électrophorèse en champ puisé de l'Amérique du Nord (PFGE) NAP1 et au ribotype PCR 
027, mais elle est généralement appelée NAP1/027. On retrouve maintenant la souche 
NAP1/027 un peu partout à travers le monde, de l'Australie à Hong Kong en passant par 
l'Amérique latine, la France et le Danemark (CLEMENTS et al., 2010). 
Les raisons de ce changement épidémiologique sont peu connues, mais ont fait 
l'objet de plusieurs études récemment, afin de mieux comprendre l'évolution des souches 
de C. difficile et l'impact sur leur virulence (STABLER et al., 2006 ; DAWSON et al., 
2009 ; STABLER et ai, 2009). 
L'utilisation répandue des fluoroquinolones durant les années précédant les 
épidémies a probablement joué un rôle important dans l'émergence de la souche 
hypervirulcntc, tel que proposé dans plusieurs études. Étant donné que le clone résiste à 
cette classe d'antibiotiques, cela lui aurait procuré un avantage sélectif pouvant expliquer sa 
dissémination à travers les hôpitaux (LOO et al., 2005 ; McDONALD et al., 2005 ; PÉPIN 
et al., 2005b). La résistance aux fluoroquinolones est associée à des mutations dans les 
gènes gyrA et gyrB qui encodent les sous-unités de l'ADN gyrase chez C. difficile comme 
chez d'autres espèces bactériennes (DRIDI et al., 2002). 
En plus des facteurs de virulence des souches toxinogènes, la souche NAP 1/027 
possède d'autres caractéristiques qui pourraient expliquer son hypervirulence. Elle produit, 
entre autres, la toxine binaire CDT et est associée à une surproduction de toxines TcdA et 
TcdB (ÀKERLUND et al., 2006 ; MERRIGAN et al., 2010). Il a été montré in vitro que 
cette souche produit jusqu'à 16 et 23 fois plus de toxines A et B, respectivement (WARNY 
et al., 2005). Une délétion d'une paire de base à la position 117 du gène répresseur tcdC 
serait à l'origine de cette hyperproduction. Cette délétion provoque un changement du 
cadre de lecture, ce qui a pour effet d'introduire prématurément un codon d'arrêt menant à 
la production d'une protéine tronquée, donc inactive (SPIGAGLIA et MASTRANTONIO, 
2002 ; CURRY et al., 2007 ; MATAMOUROS et al., 2007 ; DUPUY et al., 2008). Les 
souches hypervirulentes semblent également exhiber une plus grande capacité de 
sporulation, ce qui contribuerait à leur dissémination et leur survie dans l'environnement 
hospitalier (ÀKERLUND et al., 2008 ; SAXTON et al., 2009 ; MERRIGAN et al., 2010). 
Finalement, la souche NAP 1/027 est associée à un risqué élevé de complications et de 
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rechutes (LOO et al., 2005 ; McDONALD et al., 2005 ; PÉPIN et al., 2005b ; WARNY et 
al., 2005 ; MILLER et al., 2010) et à un taux de mortalité plus élevé (SUNDRAM et ai, 
2009). 
Toutes ces études proposent des capacités de sporulation et de production de toxines 
accrues pour les souches NAP1/027 et soutiennent qu'elles sont nécessairement plus 
virulentes. Toutefois, un nombre croissant d'études révèlent des données contradictoires, 
remettant alors en question les généralisations à propos des souches NAP 1/027. 
NAP1/027 et hypervirulence 
Quelques études récentes ont soulevé le fait que tout n'est pas noir ou blanc en ce 
qui concerne l'épidémiologie des souches hypervirulentes NAP 1/027 ; des nuances 
existent. D'autres étudient différentes souches et tentent de comprendre les associations 
entre celles-ci et certains phénotypes ou manifestations cliniques. 
En 2009, une étude a comparé deux souches NAP 1/027 et cinq non-NAP 1/027 
(MURRAY et al., 2009). Les auteurs ont séquencé les gènes tcdC, tcdR et tcdE afin de 
déterminer si des différences pouvaient expliquer une hyperproduction de toxines et si un 
changement dans le gène du régulateur négatif pouvait corréler avec la production des 
toxines. L'alignement des séquences a révélé que la séquence de la région promotrice de 
tcdC et celle de tcdR étaient identiques chez toutes les souches. Une délétion a été observée 
dans le gène tcdE pour une souche, de même que dans le gène tcdC, et ce, pour trois 
souches. Toutefois, leurs résultats ont montré que ces délétions ne prédisaient pas une 
hyperproduction de toxines. 
Dans la même foulée, l'équipe de Verdoorn a étudié le gène tcdC de plus d'une 
centaine de souches provenant de patients souffrant d'ICD, à la recherche de délétions 
(VERDOORN et al., 2010). En comparant les facteurs de risque (usage d'antibiotiques, 
hospitalisation, immunosuppression, âge), les complications et la mortalité, ils ont observé 
que les délétions de 18 et 36 pb n'étaient pas associées à une sévérité plus élevée ni à un 
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profil de facteurs particulier, suggérant qu'une augmentation de la production de toxines et 
une ICD sévère ne relèvent pas forcément d'un gène tcdC délété. 
Dans un contexte non-épidémique, des résultats ont montré que la sévérité des ICD 
n'était pas directement reliée aux souches NAPl/027 (CLOUD et al., 2009). Les patients 
infectés par une souche NAPl/027 n'ont pas subi de symptômes plus sévères que ceux aux 
prises avec une souche non-NAP 1/027. Une étude rétrospective menée en Angleterre a 
fourni de pareilles observations (MORGAN et al., 2008). La sévérité des ICD d'une 
centaine de patients a été comparée en fonction du type de la souche infectante : NAPl/027 
versus non-NAP 1/027. Une ICD sévère est survenue chez 24 % (95 % IC 13-37 %) et 17 % 
(95% IC 9-27%) des patients ayant une souche NAPl/027 et non-NAPl/027, 
respectivement. Dans un modèle multivarié, après ajustement pour le sexe, l'hôpital et les 
antibiotiques consommés, les souches NAPl/027 n'étaient pas associées à une ICD sévère, 
suggérant que ces souches ne sont pas plus virulentes que celles d'un autre ribotype. De 
leur côté, Wilson et ses collègues n'ont pas non plus observé d'association entre le type de 
la souche responsable de l'ICD et les manifestations cliniques (WILSON et al., 2010). 
Enfin, tout récemment, une étude portait sur l'analyse des taux de sporulation de 
14 isolats cliniques de C. difficile, parmi lesquels se trouvaient des isolats épidémiques et 
non-épidémiques (BURNS et al,, 2010). Les auteurs ont constaté que les taux de 
sporulation variaient entre les isolats de type NAPl/027 et que ceux-ci ne sporulaient pas 
nécessairement plus par rapport à ceux des autres types, suggérant ainsi que la capacité de 
sporulation n'est pas liée au type de souche. Ils ont aussi observé la fréquence de 
germination d'un isolât épidémique qui était plus faible que celle d'un isolât non-
épidémique. D'un autre côté, dans l'étude de Baines (BAINES et al., 2009) qui impliquait 
un modèle d'intestin artificiel, les souches NAPl/027 présentaient une plus grande capacité 
de germination que celles de ribotype 106. 
Bref, de plus en plus d'évidences remettent en cause l'hypervirulence des souches 
de type NAPl/027 et les généralisations à propos de leurs caractéristiques. En Europe, par 
exemple, des changements épidémiologiques s'opèrent depuis quelque temps. La souche 
NAPl/027 n'y est plus dominante, du moins, plus comme elle l'était auparavant. Elle tend 
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progressivement à être remplacée par d'autres ribotypes qui gagnent en importance. 
L'étude de Sundram (SUNDRAM et al., 2009) a montré que des 97 isolats caractérisés, 
45 % étaient de ribotype 027, 39 % de ribotype 106 et 10 % de ribotype 001. Les résultats 
de Bauer et ses collègues (BAUER et al., 2010) vont dans le même sens ; des 389 isolats 
qu'ils ont analysés, 65 ribotypes ont été identifiés, dont les plus communs étaient 014 et 
020 (16%), 001 (9%) et 078 (8 %). Seulement 5% des isolats se sont avérés être de 
ribotype 027. Ces observations témoignent de la dynamique changeante du phénomène des 
infections à C. difficile et de la variabilité génétique des souches impliquées dans les ICD. 
Les objectifs de l'étude 
A la lumière des récentes observations, l'objectif général de ce projet consistait à 
identifier des caractéristiques moléculaires et phénotypiques d'isolats cliniques de 
C. difficile pouvant corréler avec certaines manifestations cliniques. Le premier objectif 
était de caractériser les isolats grâce à quelques méthodes de typage couramment utilisées 
(ribotypage par PCR, typage de séquences de répétitions en tandem, MLVA, séquençage du 
gène tcdC et détection par PCR de la toxine binaire CDT). Suite à cette caractérisation, le 
second objectif comportait l'évaluation de la production de toxines A et B in vitro. Le 
troisième objectif consistait à étudier la capacité de sporulation des isolats in vitro. 
Finalement, il s'agissait d'étudier la sensibilité des isolats à divers antibiotiques, leur 
mobilité, leur contenu en prophages et leur sensibilité à certains bactériophages. La 
caractérisation des phages pourrait représenter une méthode complémentaire aux méthodes 
de typage couramment utilisées et ouvrir la voie vers d'autres connaissances pour une 
meilleure compréhension de la biologie des bactéries. En raison de limitations dans le 
temps, certains phénotypes associés à la virulence dont la capacité d'adhérence des 
bactéries aux cellules intestinales n'ont pu être examinés. 
Les travaux décrits dans ce mémoire ont été soumis pour publication et permettent 
d'appuyer les résultats des dernières études portant sur des phénotypes importants dans la 
pathogenèse des ICD. Ils permettent également de revoir la propension à considérer les 
souches NAP1/027 comme étant nécessairement plus virulentes. 
ARTICLE 
Lack of Association between Clinical Outcomes of Clostridium difficile Infections, 
Strain Type, and Virulence-Associated Phenotypes 
Auteurs de l'article : Stéphanie Sirard, Louis Valiquette et Louis-Charles Fortier 
Statut de l'article : Soumis à Journal of Clinical Microbiology 
Avant-propos 
Le manuscrit qui suit représente l'essentiel des expériences effectuées dans le cadre 
des deux années de mes études de 2e cycle. Ma contribution englobe l'obtention de tous les 
résultats décrits dans l'article, à l'exception de la détection des anticorps des sérums de 
patients qui a été réalisée par Axelle Beaudoin, J'ai également contribué de façon majeure à 
l'écriture du manuscrit. 
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Résumé de l'article 
Les infections à Clostridium difficile (ICD) sont connues depuis bon nombre 
d'années, néanmoins ce n'est qu'au cours de la dernière décennie que ce pathogène 
opportuniste est devenu problématique. L'augmentation des cas d'ICD et les complications 
engendrées coïncident avec l'émergence d'une souche hypervirulente que l'on connaît 
maintenant sous le nom de NAP1/027. Cette souche est généralement associée à une 
production accrue de toxines de même qu'à une hausse de la capacité de sporulation. De 
nombreuses études ont été menées dans le but de comprendre l'évolution et la virulence de 
la souche NAP1/027. Certaines portaient sur la production de toxines et la sporulation, 
d'autres sur la sévérité des ICD, mais la plupart montraient des associations entre la souche 
hypervirulente et certains phénotypes. Récemment, un nombre croissant d'études proposent 
toutefois des données contradictoires, remettant ainsi en question les caractéristiques que 
l'on attribue forcément à cette souche. 
Dans ce manuscrit, nous proposons que le type de souches n'est pas relié à une 
manifestation clinique spécifique et que, conséquemment, les souches NAP 1/027 ne sont 
pas toujours associées à des cas compliqués. Elles produisent de grandes quantités de 
toxines, mais leur capacité de sporulation semble limitée. Bref, les phénotypes associés à la 
virulence ne sont pas un indice de la sévérité des ICD. 
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23 ABSTRACT 
24 We isolated and characterized Clostridium difficile from 21 patients with mild-to-moderate. 
25 sevcrc and complicatcd symptoms of C. difficile infection (CDI) in order to assess 
26 whctherspecific strains, such as NAP1/027, were associated with more sevcre disease 
27 symptoms, highcr toxin production and/or grcatcr sporulation. Fourtccn isolâtes were of 
28 PCR ribotype 027 (R027) but no association was found with scvcrity or clinical outcome. 
29 Ail R027 isolâtes produced more TcdA and TcdB in vitro, likely due to a Al 17 deletion in 
30 tcdC. On the other hand, R027 isolâtes consistently sporulated less than non-R027. Sérum 
31 anti-toxin antibodies were detected in 5 patients, but no corrélation could be madc with 
32 clinical outcome or severity, suggesting that toxin antibodies did not protect against severe 
33 CDI in our patients. Taken together, our data suggest that général assertions rcgarding 
34 hypervirulence, toxin production and sporulation should be avoided with NAP 1/027 strains, 
35 especially in non-outbreak settings. 
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INTRODUCTION 
Clostridiam difficile is the leading cause of nosocomial antibiotic-associated diarrhea in 
industrialized countries. C. difficile infection (CDI) clinical présentation varies in severity 
with patients consulting with very mild diarrhea to fulminant colitis with complications 
such as toxic megacolon, bowel perforation, sepsis and death [1], 
The main virulence factors in C. difficile are TcdA and TcdB, two exotoxins encoded on a 
19.6-kb pathogenicity locus, the PaLoc. The expression of the toxin genes is induced by the 
positive regulator TcdR, an alternative sigma factor, and repressed by TcdC, an anti-sigma 
factor that is strongly expressed during carly log-phase [2], Deletions have been reported in 
the tcdC gene from various isolâtes, including a common 18-bp deletion, and a 1-bp 
deletion at nucleotide 117 leading to the expression of a truncated TcdC. An emcrging 
strain, referred to as NAP1/027, carries this Al 17 deletion in tcdC and caused major 
outbreaks in North America, Europe, and is now spreading worldwide [3-5]. Truncation of 
TcdC is thought to be responsible for the higher toxin production by this strain [6-8], In 
addition, NAP1/027 as well as other strains encode a binary toxin (CDT) that could 
possibly promote adhésion to colonie cells [9,10], A number of studies suggest that 
épidémie NAP 1/027 strains produce more spores, which could promote dissémination and 
persistence in hospital settings, thus exacerbating the problem of nosocomial transmission 
of CDI [11-13], However, sporulation in NAP1/027 is controversial, as shown by recent 
in vitro studies showing no corrélation between strain type and sporulation rate [14,15]. 
A current assumption is that patients infected with NAP 1/027 strains develop more severe 
CDI symptoms, and have greater risks of experiencing relapses, complications and death 
[3,16-18]. However, the epidemiology of C. difficile is changing rapidly and a number of 
recent studies suggest that strain type, including NAP 1/027, is not associated with more 
severe disease in non-epidemic settings and that deletions in tcdC alone may not be good 
predictors of toxin production [19-21]. 
The objective of this study was to characterize 21 C. difficile isolâtes obtained from feces 
of patients suffering of CDI. Patients were selected based on clinical outeome, with no 
prior assumption regarding the strain of C. difficile that caused disease. The isolâtes were 
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typed with différent methods to study possible associations between strain type, disease 
severity, clinical outeome and virulence-associated phenotypes, mainly toxin production 
and sporulation. 
MATERIALS AND METHODS 
Patients, bacterial strains and growth conditions 
Patients were recruited between the 16th of September 2005 and the 14th of March 2006 at 
the Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke in the province of Quebec, Canada, a 
712-bed secondary and tertiary care hospital, and were initially selected based on CDI 
outcomes. We included strains from patients with mild-to-moderate (N=l 1), severe (N-5), 
and complicated CDI (N=5), according to the 2010 Infectious Diseases Society of America 
(IDSA) and the Society for Healthcare Epidemiology of America SHEA guidelines [22], 
C. difficile was isolated from feces after alcohol shock and growth on CDMN selective agar 
(Oxoid) supplemented with 5% sheep blood, 0.1% taurocholate and 1 mM glycine. 
C. difficile isolâtes were grown at 37°C under anaerobic atmosphère (10% hydrogen, 5% 
CO2 and 85% nitrogen) in an anaerobic chamber (Coy Lab). Bacteria were routinely grown 
in Brain Heart Infusion broth (BHI) (Difco), BHI supplemented with 0.1 % taurocholate 
and 1 mM glycine (BHI-tag) to favor spore germination, or in Tryptose Yeast broth or agar 
(TY) (3% tryptose (Oxoid), 2% yeast extract (BioShop)). Ail média were pre-reduced 
overnight prior to use. 
Molecular typing 
Genomic DNA was extracted from 1.5 mL overnight cultures in BHI broth using the 
Bacteria genomicPrep kit (GE Healthcare). Ail primers used in this study are listed in 
Table 1. The tcdA gene was PCR amplified as describcd previously [23], The tcdB gene 
was amplified with primers TcdB-2F and TcdB-2R (designed from C. difficile 630 genome 
sequence) in a 50-|iL volume containing lx amplification buffer (10 mM Tris-HCl pH 9.0, 
3.5 mM MgCb), 125 f^M each dNTP, 1 |iM each primer, 1.25 U Taq DNA polymerase and 
20 ng of purified genomic DNA. The PCR mixture was denatured (3 min at 94°C), then 35 
36 
105 cycles were performed (94°C for 30 sec, 58°C for 30 sec, and 72°C for 60 sec), followed by 
106 a final extension step at 72°C for 5 min. The binary toxin genes cdtA and cdtB were 
107 amplifled as described before [24], Ail PCR products were amplified in an Eppendorf 
108 Mastcrcycler Pro apparatus and were run on a 2% agarose gel, stained with ethidium 
109 bromidc, and photographed. 
110 
111 Table 1. Primers used in this study 
Primer Target Sequence (5'->3') Reference 
TcdA-F tcdA AGA TTC CTA TAT TTA CAT GAC AAT A [23] 
TcdA-R GTA TCA GGC ATA AAG TAA TAT ACT T 
TcdB-2F tcdB TGG TGA TAT GGA GGC ATC ACC ACT This study 
TcdB-2F TGA GCT TTA GCT CTT GCA TCG TCA 
CdtA-F cdtA TGA ACC TGG AAA AGG TGA TG [24] 
CdtA-R AGG ATT ATT TAC TGG ACC ATT TG 
CdtB-F cdtB CTT ATT GCA AGT AAA TAC TGA G [24] 
CdtB-R ACC GGA TCT CTT GCT TCA GTC 
C1 tcdC TTA ATT AAT TTT CTC TAC AGC TAT CC [25] 
C2 TCT AAT AAA AGG GA GAT TGT ATT ATG 
CD16S-1F rRN A 16S GTG CGG CTG GAT CAC CTC CT [26] 
CD23S-2R rRNA 23S CCC TGC ACC CTT AAT AAC TTG ACC 
TR6-F TR6 TTT CAA CTT GTC CAG TTT TTA AGT C [28] 
TR6-R ATG ACA TAG CGT TTG TGG AAT 
TR10-F TR10 TGC ATC AAA TTG GTC AAG ACT [28] 
TR10-R TGA AAT CAT TGA CTA TAA AGC AAA A 
112 
113 Sequencing of tcdC 
114 Primers Cl and C2 (Table 1) were used to amplify the entire tcdC gene as described before 
115 [25]. The products were sequenced on an ABI 3730 xl DNA sequencer (Applied 
116 Biosystems) at the genomic platform of the CHUL Research Center (Québec, Canada). 
117 Sequences were analyzed and compared to the tcdC sequence from the reference strain 
118 VPI 10463 using BioNumerics v5.10 (Applied Maths). 
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PCR-ribotyping 
PCR-ribotyping was performed using primers described previously [26] (Table 1) with 
modifications described elsewhere [27]. Patterns were compared using Gel Compar II 
(Applied Maths), and profiles with < 85% similarity using Pearson's corrélation were 
considered as différent PCR ribotypes. 
TRST 
Tandem Repeat Sequence Typing (TRST) was based on the method described by Zaiss. et 
al [28] except that loci TR6 and TRIO were amplified separately. PCR products were 
sequenced at the CHUL Research Center and sequences were analyzed using BioNumerics 
v5.10 and the Repeat-Typing plug-in (Applied Maths). The assignment of TRST types was 
based on associated repeat profiles and repeat sequences previously reported by Zaiss et al. 
[28]. 
MIC détermination 
Antibiotics tested were clindamycin, ciprofloxacin, levofloxacin, moxifloxacin, 
metronidazole, vancomycin, piperacillin/tazobactam and tigecycline. Minimum inhibitory 
concentrations (MIC) were determined using a microdilution broth method in 96-wells 
plates. Antibiotics were serially diluted from 512 down to 0.25 ng/mL in 100 |iL BHI. 
Bacteria from overnight cultures in BHI broth were used to préparé suspensions 
corrcsponding to a 0.5 McFarland, and then 100 were seeded into each well containing 
100 (iL of antibiotics to yield final concentrations ranging from 256 to 0.125 |ig/mL. Plates 
were incubated for 18 h under anaerobic atmosphère and the optical density at 600 nm 
(OD6OO) was recorded using a PowerWave XS microplate reader (BioTek Instruments). 
Evaluation of toxin production 
Toxin production was assessed in vitro, as described previously [29], using an immunodot 
blot procédure. Briefly, an overnight culture in BHI broth was used to inoculate 50 mL of 
TY broth (2% inoculum). After 12, 24, 36 and 48 h of incubation, 500-p.L culture samples 
were centrifiiged at 13,000 xg for 1 min. Twenty microliters of the cleared supernatants 
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wcre transferred onto a nitrocellulose membrane using a dot blotting apparatus. TcdA and 
TcdB toxins were detected using anti-TcdA and anti-TcdB monoclonal antibodies 
(Meridian Life Science) followed by détection with a monoclonal anti-lgG HRP-linked 
antibody (Cell Signaling) and the ECL Plus chemiluminescent kit (GE Healthcare). 
Membranes wcre exposcd to Hyperfilm ECL autoradiography films (GE Healthcare). Three 
independent biological replicates were performed. 
Evaluation of sporulation rates 
The method consisted in inoculating 10 mL of TY broth with 2% of an overnight culture in 
BHI-tag broth. When the ODôoo reached 0.5, 10 mL of fresh TY broth was inoculated at 2% 
and further incubated. After 24, 48 and 72 h of incubation, 100-jiL samples were collected, 
fixed and diluted appropriately in 0.1% formaldehyde, and placed into a Petroff-Hausser 
chamber for counting. Under phase contrast light, spores were seen as bright objects. Free 
spores and bacteria wcre counted and the sporulation rate was determined as spores/mL or 
as the percentage of total cells (spores + vegetative cells). At least 3 independent 
experiments were done. 
Evaluation of sérum antibodies 
Anti-toxin antibodies were detected in human sera using a custom ELISA with antigens 
corresponding to purified recombinant fragments containing the carboxy terminus of toxins 
A (residues 1753 to 2681) and B (residues 1751 to 2366) of C. difficile (obtained from 
BioMerieux-France) [30]. The antigens were bound to EIA plates and then incubated for 
1.5 h with agitation at room temperature with patient sérum diluted 1/100 in PBS with 
0.05% Tween 80 and 1% BSA. Peroxidase-labeled goat anti-human IgG, IgA, IgM 
(Jackson Immunorescarch Laboratories) and TMB Single Solution (Invitrogen) wcre 
employcd to detect antibodies. The optical density values, aftcr subtraction of the 
background reaction of each sérum against a well without toxin, were divided by the 
average of 4 négative control pools plus the standard déviation multiplied by 2.631 to give 
ELISA units [31]. Values greater than 1 ELISA Unit were considered positive and 
represented pooled IgG, IgA and IgM antibodies. 
39 
182 RESULTS 
183 
184 R027 isolâtes are associated with différent CDI outcomes 
185 Strains wcrc first charactcrizcd by PCR-ribotyping and subsequently by Tandem Repeat 
186 Sequence Typing (TRST) [28], Most of the selected isolâtes (14; 67%) were of ribotype 
187 027 (R027) and TRST type 027. The 7 other isolâtes represented 6 différent ribotypes and 5 
188 différent TRST types (Table 2). Strains CD385 and CD398 were both of TRST 19 but were 
189 classified as PCR ribotypes 54 and 18, respectively (according to our internai database). 
190 Interestingly, no association between clinical outeome and strain type could be made and 
191 the R027 isolâtes were found in ail severity groups: mild-to-moderate (8), severe (2) and 
192 complicated (4) (Table 2). TcdA and TcdB toxin genes were detected by PCR in ail isolâtes 
193 (data not shown) and the binary toxin genes cdtA and cdtB were detected in ail R027 
194 isolâtes, as previously reported [6], and in two non-R027: CD385 and CD398 (both TRST 
195 19). Finally, the tcdC gene was sequenced for ail isolâtes and compared to the wild type 
196 reference strain VPI 10463 (ATCC 43255). Ail R027 isolâtes had the characteristic Al 17 in 
197 addition to the 18-pb deletion, and the other non-R027 isolâtes had a wild type tcdC gene 
198 (Table 2). 
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Table 2. Molecular and phenotypic characteristics of C. difficile isolâtes 
CDI clinical 
outeome 
Strain Ribotype TRST CDT 3 tcdC" Toxin 
A and B c 
Sporula 
Complicated 383 27 27 (+> (+) • • 
Complicated 390 27 27 (+) (+) • • 
Complicated 391 27 27 (+) (+) • • 
Complicated 398 18 19 (+) wt • • 
Complicated 403 27 27 (+) (+) • • 
Severe 395 27 27 (+) <+) • • 
Severe 396 27 27 (+) (+) O • 
Severe 384 53 3 - wt • O 
Severe 392 23 14 - wt • • 
Severe 399 6 2 - wt • • 
Mild-to-moderate 386 27 27 (+) (+) • • 
Mild-to-moderate 388 27 27 (+) (+) • • 
Mild-to-moderate 389 27 27 (+) (+) • • 
Mild-to-moderate 393 27 27 (+) (+) • • 
Mild-to-moderate 394 27 27 (+) (+) • • 
Mild-to-moderate 397 27 27 (+) (+) O O 
Mild-to-moderate 387 27 27 (+) (+) o • 
Mild-to-moderate 401 27 27 (+) (+) o • 
Mild-to-moderate 385 54 19 (+) wt o o 
Mild-to-moderate 400 24 65 - wt • • 
Mild-to-moderate 402 6 2 - wt • o 
a Presence (+) or absence (-) of the cdtA and cdtB genes encoding the binary toxin CDT. 
b wt: wild type tcdC sequencc identical to the reference strain VPI 10463; (+) indicates the 
presence of the 1 -bp deletion at nucleotide 117. 
c The relative amount of TcdA and TcdB in culture supernatants at 48 h is indicated as low 
(white squares), intermediate (circles) or high (black squares). 
d The sporulation rate determined at 48 h is indicated as low (< 20%; white squares), 
intermediate (20-40%; circles) or high (>40%; black squares). 
R027 isolâtes are résistant to fluoroquinolones 
Susceptibility profiles were determined using a microdilution broth method (Table 3). Ail 
21 isolâtes were résistant to clindamycin (MIC > 256 |ig/mL) but were sensitive to 
metronidazole, vancomycin, piperacillin/tazobactam and tigecycline. Ail R027 isolâtes 
41 
219 werc résistant to ciprofloxacin, Icvofloxacin and moxifloxacin while the other non-R027 
220 wcre ail sensitive. 
221 Table 3. Minimal inhibitory concentration (|ig/mL) of antibiotics for C. difficile isolâtes 
ANTIBIOTICS a 
Strain CLIN CIP LEV MOX MET VAN P/T TIGE 
383* >256 >256 >256 32 1 0.5 8 <0.125 
386* >256 >256 256 32 1 1 16 <0.125 
387* >256 >256 256 32 1 1 8 <0.125 
388* >256 128 >256 32 1 1 16 <0.125 
389* >256 256 >256 32 2 2 16 <0.125 
390* >256 256 >256 32 4 2 16 <0.125 
391* >256 256 >256 32 0.5 2 16 <0.125 
393* 256 256 256 32 4 2 16 <0.125 
394* 256 256 256 16 1 1 16 <0.125 
395* 256 256 256 32 2 1 16 <0.125 
396* 256 >256 256 16 8 2 16 <0.125 
397* 256 256 256 16 4 2 16 <0.125 
401* 256 256 256 16 4 2 16 <0.125 
403* 256 >256 256 16 2 2 16 <0.125 
384 >256 16 8 2 1 1 8 <0.125 
385 256 8 4 2 2 1 8 <0.125 
392 >256 16 8 2 8 2 16 <0.125 
398 >256 16 8 2 8 2 16 <0.125 
399 >256 16 4 1 4 4 16 <0.125 
400 256 16 8 2 4 2 16 <0.125 
402 >256 16 8 2 4 4 16 <0.125 
222 a CLIN: clindamycin, CIP: ciprofloxacin, LEV: levofloxacin, MOX: moxifloxacin, MET: 
223 mctronidazole, VAN: vancomycin, P/T: piperacillin/Tazobactam, TIGE: tigecycline. 
224 NAP1/027 strains are marked with an asterisk (*). 
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229 Hypertoxin production by R027 isolâtes 
230 We compared the total in vitro extracellular toxin production of the 21 isolâtes using an 
231 immunodot blot method that enabled us to discriminate TcdA and TcdB. As shown in 
232 Fig. 1 and Table 2, R027 isolâtes generally produced larger amounts of both TcdA and 
233 TcdB toxins. On the contrary, ail non-R027 isolâtes produced much less toxins, except for 
234 CD385 (TRST 19 and ribotype 18) that produced TcdB amounts similar to R027 isolâtes, 
235 but TcdA amounts similar to other non-R027 isolâtes. 
236 
43 
Sampling time (hr) 
12 24 36 48 12 24 36 48 
TcdA 
TcdB 
Ctrl (-) 
Figure 1. In vitro toxins released in culture supernatants by différent C. difficile strains. 
TcdA and TcdB toxins were detected in culture supernatants ai 12.. 24; 36 and 48h post 
inoculation by immunodot blot using specific monoclonal antibodies The experiment was 
done three times and représentative bbts are presented. R027 isolâtes areindicated by a * 
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240 R027 isolâtes are not associated with high sporulation rates in vitro 
241 Some reports suggested that épidémie isolâtes such as R027 generally sporulate more than 
242 non-epidemie isolâtes [12,13], but one recent study suggested that this may not always be 
243 the case [14], To assess whether this holds true with our isolâtes, broth culture samples 
244 were collcctcd at différent time points and spores were counted using a Pctroff-Hausser 
245 chamber under light microscopy. Interestingly, ail non-R027 isolâtes, except CD398, 
246 reached >40% sporulation after 72 h whereas none of the 14 R027 isolâtes reached that 
247 level after the same incubation time (Fig. 2A and Table 2). Moreover, these isolâtes 
248 generally produced more spores/mL compared to the R027 isolâtes (Fig. 2B). 
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249 R027 
250 Figure 2. Sporulation of C. difficile isolâtes in function of time. Spores formed in TY broth 
251 were counted by light microscopy after 24 h (white bars), 48 h (hatched bars) and 72 h 
252 (black bars) post inoculation. The sporulation rate (% of total count) is presented in (A) and 
253 the number of spores/mL in (B). Values represent the mean ± SEM of three independent 
254 experiments. The bracket indicates R027 isolâtes and the dashed lines are shown for 
255 comparison purposes. 
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258 Lack of corrélation between sérum anti-toxin antibodies, disease severity and outcome 
259 The presencc of anti-toxin antibodies (pooled IgA, IgG and IgM) was determined in the 
260 sérum of the 21 patients at day 1 and 21 after enrollmcnt (Table 4). Anti-toxin antibodies 
261 were detected in 4 patients infected with a ribotype 027 isolate, and one patient infected 
262 with a non-R027 isolate (CD400) had only anti-toxin A antibodies (28% vs. 14%; p=0.34). 
263 No seroeonversion was observed in these patients. 
264 Table 4. Détection of anti-toxin A and anti-toxin B antibodies (pooled IgA, IgG, IgM) in 
265 sérum samples. 
Strain 
Patient 
Causal antibiotic3 
Sérum antibodies b 
Gender Age rïox A rTox B 
383* F 73 Quinolone (+)  (+)  
386* M 87 Quinolone (+) (+) 
387* M 74 Quinolone 
388* M 72 Quinolone 
389* F 89 Quinolone 
390* M 79 Aminoglycoside 
391* M 95 Quinolone 
393* F 87 Cephalosporin (+) (+) 
394* M 54 Combination 
395* M 65 Cephalosporin 
396* M 79 None 
397* M 68 Combination 
401* M 65 Macrolide 
403* F 81 Quinolone (+) (+) 
384 F 60 None 
385 F 70 Quinolone 
392 F 88 Quinolone 
398 M 55 Combination 
399 F 82 Macrolide 
400 F 74 Quinolone (+) 
402 F 76 Quinolone 
266 a Antibiotic that was associated with the unset of CDI. 
267 b rToxA and rToxB represent recombinant fragments from toxin A and B used to detect 
268 antibodies. A (+) indicates that antibodies have been detected at day 1 and 21 in the sérum 
269 samples. NAP1/027 strains are marked with an asterisk (*). 
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DISCUSSION 
A hypervirulcnt and épidémie strain called NAP 1/027 has emerged over the last decade and 
has eaused several outbreaks in North America and Europe [3,32]. This strain has been 
associated with more severe discasc symptoms, higher morbidity and mortality, and 
fréquent relapses [16-18], This is generally thought to be due to increased toxin production 
[6,13], increased sporulation capacity [12,13] and résistance to fluoroquinolones [33], 
Hence, when a patient is infected with a NAP 1/027 strain, it is generally assumed that the 
patient will experience more severe disease, with higher risk of complication, relapses and 
death. However, a growing number of studies suggest that this is not always true. 
For example, Morgan et al have donc a rétrospective case-case study to compare severity of 
C. difficile disease for patients with R027 versus non-R027 ribotypes. The group included 
123 patients admitted to a hospital in England during 2006. In a multivariable model, R027 
was not associated with more severe disease when compared to other PCR ribotypes [19]. 
In a prospective study, Cloud and colleagues have typed by PFGE 236 isolâtes collected 
between 2004 and 2006 in a non-epidemic setting in a hospital in Boston, USA. NAP1 
isolâtes composed 25% of their cohort and in both univariate and multivariate analyses, 
patients infected with the NAP1 strain did not have worse outeomes than those infected 
with non-NAPl strains [21]. Wilson et al, have conducted a one-year prospective study in 
England from 2007 to 2008. Of the 128 cases, 34 were R027 and again, there was no 
association between this particular type and severe disease, relapse, early treatment failure, 
or attributable mortality [20], As suggested by Wilson, much of the evidence that 
NAP 1/027 strains are more virulent and associated with more severe diseases cornes from 
studies involving outbreaks settings [3,17], Of the 21 isolâtes characterized in our setting, 
14 corresponded to ribotype 027 and our data further support the conclusion that in non-
epidemic settings, the NAP 1/027 strains are not more virulent or associated with more 
severe disease and clinical outeome than other strains. Although our cohort was small 
compared to other cpidemiological studies that addressed this question, our study was more 
exhaustive because it combined several molecular and phenotypic analyses that reinforce 
our conclusions. 
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Toxin production is an important virulence-associated phenotype and previous studies 
suggested that R027 isolâtes produce more toxins in vitro [6], which led to the général 
assumption that NAP1/027 strains cause more severe disease [6,12,34], Warny et al, has 
shown that toxin production by the épidémie NAP 1/027 strain occurred earlier during 
growth and was stronger than non-epidemie toxinotype 0 strains [6]. Curry et al, suggested 
that the Al 17 deletion in the tcdC gene led to severe truncation of TcdC, which probably 
explains the increased toxin production reported in NAP 1/027 strains [8], However, Murray 
et al, reported that NAPl-related strains produced TcdA and TcdB earlier in exponential 
growth phase compared to non-NAPl strains, but the overall final toxin concentration in 
culture supernatants did not correlate with the presence or lack of the tcdC deletion [15], In 
two independent studies, Goldenberg and Verdoorn came to similar conclusions [35,36]. 
Noteworthy to mention, strain ATCC 43255 (VPI 10463) has a wild type tcdC gene, yet it 
is well-known to be a high toxin producer [15], In our study, ail R027 isolâtes had the 1-bp 
deletion in tcdC (Al 17) and ail of them produced more toxins than non-R027 isolâtes 
in vitro, which is in agreement with the général assumption mentioned above [6,12], 
However, strain CD385, a non-R027 isolate in our set, had a wild type tcdC gene and the 
amounts of TcdB, but not TcdA, detected in culture supernatants were similar to R027 
isolâtes. This further demonstrate that the sequence of tcdC alone should not be used to 
predict clinical outeome, disease severity, or toxin production in vitro. We want to 
emphasize the fact that depending on the growth médium used to assess toxin production, 
the dynamics of toxin production will vary, consequently one must be careful when 
comparing results from différent studies using différent média. It should also be kept in 
mind that in vitro studies may not reflect what happens in vivo during an infection and that 
régulation of toxin synthesis could be différent and influenced by multiple factors, as 
pointed out previously [34,37], 
Our study also revealed that non-R027 isolâtes sporulated faster and to higher extents than 
R027 isolâtes. This is in contradiction with other reports that suggested that R027 have 
better sporulation capacities than other non-R027 isolâtes [11-13]. Noteworthy to mention, 
toxins A and B production and sporulation rates were generally inversely related in our 
assays. Hence, NAP 1/027 isolâtes produced more toxins but sporulated less, whereas non-
R027 isolâtes produced less toxin, likely because they sporulated to higher levels and once 
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spores are formed, they no longer produce toxins. This is in agreement with previous 
studies [12,34]. 
Recently, Burns et al, reported that R027 isolâtes did not sporulate more than non-R027 
and furthcrmore, some R027 isolâtes sporulated less than other types [14], Discrcpancies in 
the sporulation capacitics reported for NAP1/027 and other strains of C. difficile may be 
explained by the various methods and média used to isolate and rccovcr spores. For 
cxamplc, Burns et al, observed significant différences in sporulation frequencies from one 
strain to another depending if heat-shock or microscopy was used to count spores [14]. In 
the same line, Rodriguez-Palacios and LeJeune evaluated the effect of moist heat on spores 
of C. difficile and observed that spore recovery was enhanced following a 15-min heat 
shock at 63 °C, but only for old spores, since recovery of fresh spores was reduced. Heating 
at 71 °C had a sub-lethal effect and heating at 85 °C for 15 min signifïcantly reduced the 
number of colonies, suggesting that higher températures affect spore outgrowth, although 
not necessarily affecting germination per se [38], In another study by Burns and colleagues, 
spores from strain R20291 (a NAP 1/027) were shown to germinate less efficiently than 
strain 630Aerm [39], Taken together, these reports suggest that the method used to isolate 
and recovcr spores in a sample has a significant impact on the sporulation rate calculated 
and as a conséquence, care should be taken when interpreting sporulation data. In the 
course of our work, we also determined sporulation rates using a method that involved 
heating spore suspensions for 10 min at 80°C following by plating on BHI agar 
supplemented with taurocholate and glycine as germinants (data not shown). Although our 
results were consistent with those reported here using the Petroff-Hausser method, we did 
sec significant différences from one strain to another and the inter-assay variability was 
higher compared with the microscopic method. We think that methods relying on the 
microscopic observation of spores are more robust and représentative of the real sporulation 
capacity of C. difficile. Thus, these methods should be favoured to avoid any bias caused by 
inter strain différences in germination capacity or heat résistance of spores. 
The antibiotic that caused CDI was a quinolone in at least half of the cases in our study. 
Quinolones are often associated with CDI [33] and mutations in the g}>rA and gyrB genes 
were shown to confer résistance, especially in NAP1/027 strains [40], We did not search 
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for gyrase mutations, but résistance to fluoroquinolones was evident in ail R027 isolâtes. 
Résistance to metronidazole or vancomycine was not observed. 
Since we could not find any association between the strain type, toxin production, 
sporulation, and disease severity, we sought to detect the presence of anti-toxin antibodies 
in the scrum of patients. Higher sérum levels of anti-TcdA IgG antibodies have been shown 
to be associated with asymptomatic carriage of C. difficile [41]. Likewise, a lower anti-
TcdA immune response was associated with more severe CDI symptoms [42], A recent 
study by Leav et al, suggested that a poor antibody response towards TcdB is associated 
with, and prédictive of récurrence [43], We thus hypothesized that anti-toxin antibodies 
could have prevented some patients from experiencing severe CDI despite the fact that they 
were infected with a R027 strain. Our cohort was small and data should therefore be 
interpreted with caution, but a trend seemed to be observed where high toxin-producing 
R027 strains were more often associated with the presence of anti-toxin antibodies. Since 
we detected the antibodies at day 1 and 21 in these samples, we can exclude seroconversion 
due to high toxin production and subséquent immune response in patients infected with 
R027 strains. In summary, there was no corrélation with disease severity or clinical 
outeome because antibodies were detected in mild-to-moderate and complicated cases, so 
anti-toxin antibodies were not associated with protection against severe/complicated CDI in 
our study. 
In summary, there is a lack of association between severe CDI symptoms and the presence 
of the NAP1/027 strain in our study. Moreover, R027 strains sporulate less and produce 
more toxins than non-R027, but not association was found between these phenotypes and 
CDI severity. Taken together, our data suggest that général assertions regarding the 
"hypervirulence" of NAP 1/027 strains should be avoided, especially in non-epidemic 
settings. One major limitation of our study is the small sample size compared to othcr 
epidemiological studies. On the other hand, our in vitro toxin production and sporulation 
experiments were donc on a larger number of strains compared to previous studies, which 
strengthens our conclusions. 
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DIVERSES CARACTÉRISTIQUES PHÉNOTYPIQUES 
ET MOLÉCULAIRES DE C. DIFFICILE 
Introduction 
La caractérisation des isolats grâce à quelques techniques moléculaires et à l'étude 
des principaux phénotypes associés à la virulence, dont la production des toxines TcdA et 
TcdB et la capacité de sporulation constitue la majeure partie de mes travaux de maîtrise et 
fait l'objet de la section précédente (voir section Article). D'autres caractéristiques 
phénotypiques et moléculaires intéressantes ont été étudiées, mais puisqu'elles ne faisaient 
pas partie des objectifs de l'article soumis, elles sont présentées dans la section qui suit. 
L'étude de la mobilité, l'analyse de loci multiples de répétitions en tandem polymorphe 
(MLVA) et l'évaluation de la sensibilité des isolats à quelques phages et de leur contenu en 
prophages ont permis d'approfondir la caractérisation des isolats. 
La mobilité 
Les modes de locomotion 
Les bactéries peuvent se déplacer dans le milieu dans lequel elles évoluent en 
réponse à divers stimuli. Elles peuvent être attirées par certaines substances dont des 
nutriments (sucres, acides aminés) et l'oxygène, ou repoussées par d'autres. Ce mouvement 
directionnel s'appelle la chimiotaxie. Des chimiorécepteurs sont présents au niveau de la 
membrane plasmique des bactéries et peuvent détecter des concentrations extracellulaires 
de ligands spécifiques à des concentrations très faibles de l'ordre du micromolaire (jxM) au 
nanomolaire (nM) (LUX et SH1, 2004). 
Les mouvements bactériens peuvent se produire selon différents modes. Bien que la 
mobilité bactérienne soit souvent associée à la présence de flagelles, les bactéries peuvent 
se déplacer grâce à des pili ou simplement sans l'aide d'aucun appendice (Figure 6). Le 
swarming et la nage impliquent le mouvement rotatoire d'un flagelle, alors que le twitching 
est possible grâce à l'extension et à la rétraction de pili. Le gliding et le sliding ne 
nécessitent quant à eux ni flagelle ni pili (KEARNS, 2010). 
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Figure 6 | Mécanismes associés à la locomotion chez les bactéries. Le swarming 
est le déplacement des bactéries sur une surface, grâce au mouvement rotatoire du 
flagelle. La nage est le mouvement individuel des bactéries dans un liquide, aussi 
grâce à un flagelle. Le twitching est un mouvement bactérien sur une surface qui 
implique l'extension de pili qui, lorsque attachés à la surface, se rétractent, ce qui 
permet à la bactérie de se déplacer. Quant au gliding, il s'agit d'un mouvement actif 
sur une surface qui ne nécessite ni flagelle ni pili, basé sur les complexes focaux 
d'adhérence. Le sliding est une translocation passive qui s'effectue sur une surface, 
simplement grâce à la croissance des bactéries, facilitée par un surfactant 
(KEARNS, 2010). 
Les flagelles 
Les flagelles semblent jouer un rôle important non seulement dans la mobilité et la 
fomiation de biofilms, mais également dans la colonisation du iractus gastrointcsiinal. Ils 
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sont impliqués dans l'internalisation de plusieurs espèces : C. jejuni, Salmonella enterica 
serovar Typhi et Proteus mirabilis. Chez Vibrio cholerae, la mobilité est un facteur de 
virulence important (TASTEYRE et al2000). 
Le nombre et la position des flagelles peuvent varier. Un ou plusieurs flagelles 
peuvent être situés à un pôle de la bactérie (monotriche/lophotrichcs) comme c'est le cas 
chez Helicobacter pylori, Pseudomonas sp. et Vibrio sp., ou aux deux extrémités 
(amphitriches) ou tout autour de la bactérie (péritriches) comme chez Escherichia coli, 
Salmonella sp., Bacillus subtilis et C. difficile (LUX et SHI, 2004). 
Le flagelle est constitué de plus de vingt sortes de protéines et une trentaine sont 
nécessaires à la régulation et l'assemblage, ce qui fait de lui un des organelles procaryotes 
les plus complexes. Il s'agit d'une structure rotatoire composée de trois structures 
majeures : le filament, le crochet et le corpuscule basai (BARDY et al., 2003). La flagelline 
FliC est le composant majeur du filament du flagelle et FliD compose la coiffe du flagelle 
(TASTEYRE et al., 2001). Il existe toutefois des différences entre les souches, comme 
c'est le cas chez C. difficile où une diversité phénotypique et génotypique du gène fliC a été 
observée, menant au développement d'un technique de typage, tel que présenté 
précédemment (section techniques de typage, Introduction) (TASTEYRE et al., 2000). 
D'autres études ont montré une variabilité dans la mobilité entre certaines souches 
de C. difficile. Dans un milieu liquide contenant 0,05 % d'agar, Stabler a comparé une 
souche R027 historique non-épidémique (CD 196), deux R027 épidémiques récentes 
(R20291 et BI-16) et une souche de référence de ribotype 12 (CD630) (Figure 7). 
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Figure 7 | Mobilité de 5 souches de C. difficile dans un milieu contenant 0,05 % 
d'agar. La mobilité est visible par des projections ressemblant à des stalactites. La 
mobilité de 630 (ribotype 012) a été comparée à celle des souches de ribotype 027 
(CD 196, R20291, Bl-16) (STABLER et al., 2009). 
En considérant la présence de projections vers le bas des tubes gélosés, il a observé 
des différences entre la souche 630 et les souches de ribotype 027. La souche 630 était 
beaucoup moins mobile que celles du ribotype 027 et une autre souche, M120 ne l'était pas 
du tout, suggérant que les 027 soient plus mobiles et donc, possiblement avantagées par 
rapport aux autres souches (STABLER et al., 2009). 
En utilisant une autre méthode, c'est-à-dire l'ensemencement de tubes contenant 
0,175 % d'agar avec un fil droit, l'équipe de Twine (TWINE et al., 2009) a également 
observé des différences au niveau de la mobilité chez C. dijficile. Ils ont comparé des 
souches de toxinotypes 0, 3, 9 et 12 et ont remarqué que toutes ces souches, sauf une 
(CM-26), exhibaient une croissance diffuse par rapport à la ligne d'ensemencement, 
suggérant qu'elles étaient mobiles (Figure 8). 
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Figure 8 | Mobilité des isolats de C. difficile dans un milieu contenant 0,175 % 
Le panneau supérieur montre la mobilité, celui du bas représente un gel de 
polyacrylamide (SDS-PAGE) d'extraits de la protéine FliC (TWINE et al., 2009). 
L'analyse de loci multiples de répétitions en tandem polymorphe (MLVA) 
Des analyses ont montré qu'un pourcentage considérable des génomes bactériens et 
humains est formé de séquences répétées en tandem. La taille, l'emplacement, la 
complexité et le motif des répétitions varient. Ce sont ces propriétés qui ont mené à leur 
intégration dans les méthodes de typage des bactéries, grâce entre autres à la technique 
MLVA qui est basée sur la variation du nombre de séquences répétées en tandem (VNTR) 
dans plusieurs loci du chromosome bactérien. Cette technique a été utilisée avec succès 
chez plusieurs espèces bactériennes pathogènes dont Bacillus anthracis, Yersinia pestis et 
Mycobacterium tuberculosis (LINDSTEDT, 2005), et par la suite pour le typage de 
C. difficile (MARSH et al., 2006). À partir de la souche 630, 383 loci contenant des 
séquences répétées ont été identifiés par des analyses bioinformatiques. Seulement 
soixante-et-un rencontraient les critères de sélection (longueur de la répétition, nombre de 
copies). De ce nombre, après un autre criblage, 7 loci qui ont généré des produits PCR et 
qui sont apparus variables parmi les isolats ont été retenus. Dans l'étude de Marsh, la 
technique a réussi à regrouper les isolats d'un même type REA et à discriminer 
correctement les isolats de type REA unique. L'application de la méthode pour relier des 
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isolats d'une épidémie a été confirmée par l'analyse de 56 isolats du Univers il}' of 
Pittsburgh Médical Center récoltés lors d'une épidémie en 2001. Elle a permis de 
démontrer des relations entre les isolats et de confirmer la présence de deux épidémies 
plutôt qu'une seule (MARSH et al., 2006). 
Dans l'étude de Killgore, 42 isolats provenant du Canada, des Pays-Bas, du 
Royaume-Uni et des Etats-Unis ont été caractérisés, en comparant sept méthodes. 
Seulement le REA et le MLVA ont montré un taux de discrimination suffisant pour 
distinguer des souches de différentes épidémies (KILLGORE et al., 2008). D'autres études 
ont montré que des sous-types du ribotype 027 peuvent être identifiés par MLVA, ce qui 
suggère des différences génétiques au sein des souches de ce ribotype (KILLGORE et al., 
2008 ; TANNER et al., 2010). 
La technique MLVA semble toutefois être un outil intéressant pour la 
caractérisation et le suivi de souches hypervirulentes, autant en Amérique du Nord qu'en 
Europe. Elle permettrait, grâce à son grand pouvoir de discrimination, d'étudier les 
regroupements de souches entre les hôpitaux et à l'intérieur d'un même établissement. 
Cette méthode serait donc utile pour l'épidémiologie à court terme pour le suivi des 
infections nosocomiales et aurait le potentiel d'améliorer les connaissances concernant les 
interactions entre les souches de C. difficile communautaires et celles associées aux centres 
de santé (MARSH et al., 2010). 
Les bactériophages 
La diversité 
Les bactériophages (phages) sont des virus bactériens ubiquitaires représentant 
l'entité biologique la plus répandue de la biosphère. On estime que pour chaque bactérie, on 
retrouve 10 phages. On distingue généralement deux classes de phages, selon leur mode de 
réplication. Les phages lytiques se multiplient dans la bactérie hôte et la lysent à la fin du 
cycle pour relâcher les nouveaux virions, alors que les phages tempérés peuvent suivre la 
voie lytique ou entrer dans le cycle lysogénique. Dans ce dernier cas, les phages peuvent 
intégrer leur ADN dans le chromosome bactérien et se répliquer avec lui, tout en restant 
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dans un état latent en tant que prophages. Ils peuvent demeurer ainsi jusqu'à leur activation 
suite à divers signaux environnementaux et alors entrer dans le cycle lytique (SKURNIK et 
STRAUCH, 2006). Lorsqu'une bactérie possède un ou plusieurs prophages, on la dit 
lysogène. 
Spécificité des phases envers leur hôte et mécanismes antiphages 
La capacité d'un phage à infecter une bactérie réside dans la reconnaissance de 
récepteurs cellulaires particuliers et spécifiques à certaines espèces, ce qui détermine le 
spectre d'hôtes qui peut être très spécifique ou plus étendu. Le phage peut, entre autres, 
reconnaître la capsule, le lipopolysaccharide (LPS), les flagelles, les fimbriae et d'autres 
structures cellulaires. Si une mutation ou la perte d'un récepteur survient, la bactérie 
devient alors résistante au phage. Cette résistance peut aussi s'acquérir lors de la lysogénie. 
La bactérie étant déjà infectée par un phage, elle devient immunisée contre une nouvelle 
infection par ce même phage ou un qui lui est très semblable (SKURNIK et STRAUCH, 
2006). L'état latent du prophage est maintenu grâce à la présence du répresseur 
transcriptionnel CI. Si un phage apparenté à celui intégré dans le génome infecte la 
bactérie, CI, exprimé par le prophage, bloque le cycle lytique du nouveau phage. Advenant 
le cas où le nouveau phage soit suffisamment différent du premier, CI est incapable de 
reconnaître les régions promotrices du nouveau phage, permettant ainsi le cycle lytique 
(SVENNINGSEN et al., 2005). 
Les bactéries ont développé divers mécanismes afin de résister à l'infection par les 
phages. Certains ciblent les principales étapes nécessaires à l'infection, dont l'adsorption du 
phage et l'entrée de son ADN dans la bactérie. Afin d'empêcher l'adsorption, c'est-à-dire 
l'étape initiale de l'infection, les bactéries peuvent bloquer les récepteurs des phages, 
fabriquer une matrice extracellulaire ou produire des inhibiteurs compétitifs (LABRIE et al, 
2010). L'entrée de l'ADN phagique peut être bloquée par les systèmes d'exclusion de 
superinfection (Sic), conférant une immunité contre certains phages. Les systèmes de type 
Abi (abortive infection) sont d'autres mécanismes de résistance qui bloquent la 
multiplication des phages et provoquent la mort de la bactérie. Ceci a pour effet de limiter 
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la taille de la progéniture virale et sa propagation, permettant à la population bactérienne de 
résister à l'infection (CHOPIN et al., 2005). 
D'autres systèmes de défense reposent sur la coupure des acides nucléiques de 
phages dès leur entrée dans la bactérie. Le système de restriction-modification protège la 
cellule contre l'envahissement par de l'ADN étranger, incluant celui des phages. Le 
système CR1SPR (clustered regu/arly interspaced short palindromic repeats (CRISPRs) et 
les gènes associés au système CRISPR (CRISPR-Cas) ont des effets sur la multiplication 
des phages (BARRANGOU et al., 2007). Ils constituent une défense immunitaire qui cible 
les acides nucléiques étrangers dont les génomes de phages et les plasmides (LABRIE et 
ai, 2010). Chez P. aeruginosa, le système CRISPR-Cas est impliqué dans l'inhibition de la 
formation de biofilm et de la mobilité dépendant de la lysogénie (ZEGANS et al., 2009). 
Bref, tous ces divers facteurs contribuent à déterminer la sensibilité des bactéries envers les 
phages, ce qui a permis d'utiliser ces derniers en tant qu'outils de typage. 
Typage par les phages 
La présence de certains prophages peut aussi être exploitée pour caractériser et 
distinguer des souches de C. difficile. Toutefois, le typage par les phages doit être employé 
en combinaison avec d'autres méthodes, étant donné la « typabilité » restreinte dépendante 
du nombre de phages disponibles au moment de la caractérisation (HAWKINS et al., 
1984; MAHONY et al., 1991). Les techniques de typage exploitant la spécificité des 
phages ont été élaborées afin de caractériser différentes espèces bactériennes. Le 
développement de ces méthodes a eu lieu il y a plusieurs décennies déjà, avant l'avènement 
des méthodes moléculaires reposant sur l'amplification par PCR qui sont beaucoup plus 
rapides, efficaces et puissantes. D'ailleurs, des phages ont été utilisés dans le passé pour 
caractériser C. difficile (SELL et al., 1983 ; DEI, 1989 ; MAHONY et al., 1991). Sachant 
désormais que les techniques de typage moléculaire ont certaines lacunes, par exemple dans 
l'identification des sous-types, le typage par les phages pourrait être intéressant pour 
complémenter les techniques moléculaires actuelles. Compte tenu que les prophages ne 
sont habituellement pas considérés dans les méthodes de typage usuelles (ribotypage, 
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MLVA, TRST, etc.), mais que ceux-ci peuvent influencer considérablement leur hôte, les 
identifier et les répertorier pourrait aussi procurer des renseignements intéressants quant à 
l'évolution et à la diversité des souches de C. difficile. 
L'implication des phages dans la biologie des bactéries 
Les phages tempérés peuvent transporter des gènes encodant des facteurs de 
virulence et, suite à la lysogénisation, influencer la virulence de la bactérie hôte. Plusieurs 
exemples sont désormais bien connus. Parmi ceux-ci, se retrouvent la choiera toxin (CT), 
de Vibrio cholerae qui est encodée par un phage filamenteux (WALDOR et 
MEKALANOS, 1996) et les toxines Shiga-like Stxl et Stx2 chez Escherichia coli 
0157: H7, encodées par le phage H-19B qui présente une homologie de séquence d'ADN 
avec le phage Lambda (HUANG et al., 1987). La neurotoxine Cl de Clostridium 
botulinum, est elle aussi encodée par un prophage (EKLUND et al., 1971). Mis à part 
différents types de toxines, les phages peuvent transporter des gènes encodant toutes sortes 
d'enzymes et des facteurs impliqués dans l'antigénicité, l'adhérence et l'invasion et ainsi 
influencer la virulence de plusieurs espèces bactériennes (BRUSSOW et al., 2004). 
C. difficile ne fait pas exception et des prophages ont été retrouvés chez différentes 
souches (GOH et al., 2005a ; GOVIND et ai, 2006 ; FORTIER et MOINEAU, 2007). Des 
études ont rapporté l'impact de prophages sur la production de toxines et la transcription 
des gènes du PaLoc, incluant ceux des toxines. L'équipe de Goh a observé que la 
lysogénisation de souches de C. difficile par les phages OC2, ct>C6 et <J>C8 augmentait la 
production de la toxine B, sans affecter la production de TcdA (GOH et al., 2005b). La 
lysogénie par le phage <t>CDl 19 a provoqué une diminution de l'expression des gènes du 
PaLoc (GOVIND et al., 2009), alors que l'introduction du phage OCD38-2 dans une 
souche a stimulé l'expression des toxines (SEKULOVIC et al., 2011). Ces observations 
suggèrent que la présence de prophages chez C. difficile puisse influencer la régulation des 
toxines et, par conséquent, la virulence de la bactérie. 
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Matériel et méthodes 
Isolats cliniques. Vingt-et-un isolats provenant des selles de patients hospitalisés au CHUS 
et atteints d'ICD de sévérité variable ont été étudiés (voir Matériel et méthodes, section 
Article). Les isolats ont été cultivés dans du bouillon Brain Heart Infusion (BHI) (Difco) ou 
sur des géloses BHI contenant 1 % d'agar. Toutes les incubations ont eu lieu à 37 °C dans 
une chambre anaérobie dans une atmosphère contenant 10 % d'hydrogène, 5 % de CO2 et 
85 % d'azote. 
Tests de mobilité. La mobilité des isolats a été évaluée selon la technique décrite par 
Stabler (STABLER et al., 2009). Elle consiste à ensemencer un tube de BHI contenant 
0,05 % d'agar, avec 3 colonies en les déposant dans le haut du tube, puis d'incuber environ 
16 h. Après incubation, la mobilité est visible par des projections qui descendent dans le 
tube. La longueur des projections a été mesurée et le rapport de distance de migration a été 
calculé ainsi : longueur des projections / hauteur de BHI. 
Analyses statistiques. Un test de Student bilatéral non pairé a été effectué en utilisant la 
souche 630 comme référence et en considérant une valeur p de 0,05 comme seuil de 
significativité. Une analyse de la variance (one-way ANOVA) suivie d'un test de Dunnet 
ont aussi été effectués en considérant la souche 630 comme référence. 
Analyse de loci multiples de répétitions en tandem polymorphe (MLVA). L'ADN de 
chaque souche bactérienne a d'abord été extrait grâce au kit Bacteria genomicPrep (GE 
Healthcare), à partir de 1,5 ml d'une culture en BHI incubée toute la nuit. La qualité et la 
quantité des ADN extraits ont été évaluées sur un gel contenant 0,8 % d'agarose. 
L'amplification des sept loci a été adaptée de la méthode mise au point par Marsh 
(MARSH et al., 2006), avec les amorces développées par van den Berg et Goorhuis (van 
DEN BERG et al., 2007 ; GOORHUIS et al., 2009) (Tableau 3). 
L'amplification par PCR a été effectuée avec 20 ng d'ADN, dans un volume de 
10 jul contenant 200 jiM de dNTPs, 1,5 mM de MgCli, 0,6 |iM de chaque amorce et 0,2 U 
de polymérase Taq Platinum (Invitrogen). Après une dénaturation initiale de 2 min à 95 °C, 
le protocole consistait en 35 cycles de 30 s à 94 °C, 30 s à 55 °C et 1 min à 72 °C, suivis 
d'une élongation finale de 2 min à 72 °C. Les réactions d'amplification ont été effectuées 
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sur un appareil GeneAmp PCR System 9700 (ABI) et les amplicons ont été analysés par 
une électrophorèsc par capillaires à haut débit avec un appareil Caliper LC-90 instruments 
(Caliper LifeSciences). La taille des amplicons et les quantifications relatives ont été 
réalisées grâce au logiciel fourni par le manufacturier, avant d'être ajoutées à la base de 
données L1SA. Un dcndrogramme a été obtenu par regroupements hiérarchiques en liaison 
simple des profils d'amplicons des VNTR, en utilisant la métrique de distance Manhattan. 
Les amplifications par PCR et les analyses ont été réalisées par Mathieu Durand et Philippe 
Thibault du Centre de Rnomique de l'Université de Sherbrooke. 
Tableau 3. Amorces utilisées pour l'amplification des 7 loci dans la méthode MLVA 
Amorces Loci Sequences (5'-3') Références 
A6-F 
A6-R 
A6 TTA ATT GAG GGA GAA TGT TAA A 
AAA TAC TTT TCC CAC TTT CAI AA 
van den Berg 2007 
B7-F 
B"-R 
B" CTT AAI ACT AAA CTA ACT CTA ACC AGI AA 
TTA TAT TTT AT G GGC AT G TTA AA 
van den Berg 200" 
C6-F 
C6-R 
C6 GTT TAG AAI CTA CAG CAT TAT TTG A 
ATT GGA ATT GAA TGT AAC AAA A 
van den Berg 2007 
E^-F 
E~-R 
E7 TGG AGC TAT GGA AAT TGA TAA 
CAA ATA CAT CTT GCA TTA ATT CTT 
van den Berg. 2007 
F3-F 
F3-R 
F3 TTT TTG AAA CTG AAC CAA CAT A 
ACA AAA GAC TGT GCA AAT ATA CTA A 
van den Berg 2007 
G8-F 
G8-R 
G8 TGT AI G AAG CAA GCT TTT TAT T 
ACC AAA AAT TTC TAA CCC AAC 
van den Berg. 2007 
Goortaas. 2009 
H9-F 
H9-R 
H9 GTT TTG AGG AAA CAA ACC TAT C 
GAT GAG GAA ATA GAA GAG TTC AA 
van den Berg 2007 
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Sensibilité aux phages (spectre d'hôte). La sensibilité des 21 isolats à 10 phages isolés au 
laboratoire a été testée avec la méthode en gouttes. Un tube contenant 5 ml de BHI a été 
ensemencé à 3 % à partir d'une culture de chaque isolât incubée toute la nuit. Lorsque la 
culture atteignait une densité optique de 0,35 à une longueur d'ondes de 600 nm (D06oo), 
500 |il de la culture étaient ajoutés à 3 ml d'un bouillon BHI contenant 0,05 % d'agar et 
une solution de sels (10 mM CaCL et 0,4 M MgCL final). Le mélange était rapidement 
coulé sur une gélose BHI contenant 1 % d'agar. Une fois l'agar figé, 5 (il d'une dilution 
10"1 de chaque lysat de phages y étaient déposés (environ 106-108phages/mL), de façon à 
ce que chaque goutte contenant les phages soit bien isolée des autres. Les géloses étaient 
ensuite incubées toute la nuit. Les zones claires formées dans le tapis bactérien après 
incubation indiquaient la sensibilité de la souche face au phage en question. 
Typage par détection des prophages. Le typage par détection des prophages était basé sur 
une hybridation de type Southern en utilisant une sonde marquée à la digoxygénine 
correspondant au génome complet d'un phage. L'ADN a été extrait tel que décrit 
précédemment et environ 800 ng ont ensuite été digérés par HinéWl (Roche) selon les 
recommandations du manufacturier. Pour chaque souche, le mélange a ensuite été déposé 
dans le puits d'un gel contenant 0,8 % d'agarose. Les ADN ont migré durant 1 h à 
100 volts, dans du tampon TAE (89 mM Tris, 87 mM acide borique, 2 mM EDTA). Le 
transfert passif par buvardage sur membrane de nylon s'est fait durant toute une nuit et les 
étapes usuelles d'une hybridation de type Southern ont ensuite été suivies (SAMBROOK et 
RUSSELL, 2001). Les sondes de phages ont été marquées à la digoxigénine durant 16 h à 
37 °C, tel que décrit précédemment (FORTIER et MOINEAU, 2007). 
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Résultats 
Mobilité 
La mobilité est une caractéristique importante chez plusieurs espèces bactériennes 
pathogènes. Le fait qu'elle soit variable d'une souche à une autre pourrait peut-être 
influencer la virulence ou corréler avec certains phénotypes. La mobilité des 21 isolats 
cliniques a été évaluée grâce à une méthode permettant de visualiser la croissance qui 
correspond à la capacité de la bactérie à se déplacer dans un milieu liquide légèrement 
gélosé (Figure 9). 
1.0t 
c 
| R027 | 
Figure 9 | Rapport de migration des isolats. Le rapport de migration correspond à 
la distance parcourue (donc la longueur des projections) divisée par la hauteur de BHI et les 
valeurs représentent la moyenne ± l'écart-type de 3 réplicats biologiques. Les souches 
R027 sont regroupées. Pour les analyses statistiques, les isolats ont été comparés à la 
souche 630, considérant un intervalle de confiance à 95 %. Un astérisque (*) représente une 
valeur de/? < 0,05. 
Certaines souches semblent plus mobiles que d'autres, mais les différences sont très 
subtiles et pour la plupart non significatives. La souche 630 a servi de référence pour les 
tests statistiques étant donné qu'elle était la moins mobile. Selon le test de Student, seuls les 
isolats 383 et 392 étaient signifïcativemcnt différents de 630 {p < 0,05). Les isolats 385, 
390 et 398 étaient quant à eux près du seuil de signifkativité. Par contre, selon une analyse 
de la variance suivie d'un test de Dunnet, aucun isolât n'est apparu signifïcativemcnt 
différent de 630. Même si certains rapports de migration sont similaires à celui de 630, les 
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isolats étaient visuellement plus mobiles, car pour 630 lors de chaque réplicat, la croissance 
était limitée à la zone supérieure du tube, formant une bande et il n'y avait pas de 
projections. Les autres isolats présentaient quant à eux des projections qui descendaient 
vers le fond du tube. Finalement, les souches de ribotypc 027 ne semblent ni plus ni moins 
mobiles que celles des autres ribotypes, donc la mobilité ne semble pas être associée au 
ribotypc. 
Analyse de loci multiples de répétitions en tandem polymorphe (MLVA) 
La technique de MLVA étant réputée pour avoir un grand pouvoir de 
discrimination, elle s'avérait tout indiquée dans la caractérisation plus précise des isolats, 
dans le but de déterminer la présence de sous-types du ribotype 027. Grâce à la création 
d'un dendrogramme basé sur la somme des distances des longueurs des amplicons, des 
relations entre les isolats sont visibles (Figure 10). Les nœuds représentent les 
regroupements auxquels appartiennent les isolats et les distances entre eux correspondent à 
la longueur des lignes horizontales en paires de bases. Ces distances ont été calculées en 
comparant les amplicons d'un isolât par rapport à ceux d'une souche référence (CD630) et 
en additionnant les différences de longueur, en paires de bases, des sept loci. Cette somme 
de distance a permis un regroupement hiérarchique des isolats. 
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Somme des distances des longueurs des amplicons (pb) 
0 50 100 150 
1 I I I 
385_54_19 
402 6 2 
396 27 27-:-
397_27_27-
401_27_27 — 
388_27_27 — 
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Figure 10 | Dendrogramme basé sur J'analyse des 7 loci des 21 isolats. Il est basé 
sur la somme des distances des longueurs des amplicons (pb) et désigne les relations 
entre les isolats. Le premier chiffre correspond au numéro de l'isolât, le second au 
ribotype et le dernier au type TRST. Ref5 correspond à la souche 630. Les isolats 
associés à des ICD sévères et compliquées sont en rose. 
Le dendrogramme a permis de regrouper tous les isolats NAP1/027. Certains 
semblent être reliés de près génétiquement, alors que d'autres sont un peu plus éloignés. On 
considère généralement que deux isolats ayant une somme des distances des longueurs des 
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amplicons inférieure ou égale à 10 sont génétiquement reliés, alors qu'une somme <2 
représente un complexe clonal (TANNER et al., 2010). Les isolats 389, 390 et 391 
semblent faire partie d'un même sous-type, car ils sont éloignés de 3 à 4 pb seulement, et 
présentent les mêmes caractéristiques, c'est-à-dire qu'ils produisent tous les trois de 
grandes quantités de toxines et sporulent peu. CD386 et CD395 qui se trouvent près des 
trois autres présentent aussi ces mêmes caractéristiques, mais sont éloignés de 10 pb. 
CD390 et CD391 ont tous deux été responsables d'ICD compliquées, mais il pourrait s'agir 
seulement d'une coïncidence, étant donné que les autres isolats ne semblent pas être 
regroupés selon la sévérité des symptômes associés à l'ICD. Les isolats 386 et 391, 383 et 
394 ont une somme des distances des longueurs d'amplicons de 6 et 7 pb, respectivement, 
alors que 386 et 389 et 386 et 390 ont tous 9 pb de différence. Tous ces isolats sont donc 
reliés génétiquement, mais pas suffisamment près pour être considérés comme des clones. 
En fait, dans l'ensemble, d'après les profils MLVA, tous les isolats NAP1/027 ont au 
maximum 25 pb de différence. CD385 et CD402 sont les plus éloignés par rapport aux 
autres isolats, bien qu'ils soient groupés ensemble. Bref, il semble difficile d'établir des 
corrélations entre les sous-types, les phénotypes et certaines manifestations cliniques vu le 
nombre limité d'isolats. 
Sensibilité aux phases et contenu en prophages 
Le profil de sensibilité aux phages apporte un aspect supplémentaire à la 
caractérisation des souches et pourrait par exemple permettre d'associer certaines 
sensibilités à un type de souches en particulier. Dix phages qui ont précédemment été isolés 
au laboratoire ont été utilisés pour l'expérience (FORTIER et MOINEAU, 2007 ; 
SEKULOVIC et al., 2011 ; données non-publiées) (Tableau 4). 
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Tableau 4. Sensibilité des isolats cliniques à 10 phages isolés au laboratoire 
Phages 
Souches «DCD24-2 ®CD29 4>CD52 ®CD1U ®CD630 «DCDJ8-2 ®MMP01 4>MMP02 (PMMP03 ® MMP04 
CD383 (1 2) ( "  - )  (12) ("•) ( - )  ( -  " )  (1 2) ( - )  ( " )  (1 2 ) 
CD386 (' ) ( - - )  ( ' ) 
CD387 (• ) ( ' ) 
CD388 ( ' ' ) , . . . )  ( •  ' )  
CD389 ( ' ) ( • ' ) (' ) 
CD390 (12) (' •) ( ' )  ( ' ) (l'2) 
CD391 () ( - )  ( 1 '2 ) 
CD393 (12) ( * ) 
CD394 () < •  " )  
CD395 (12) ( ' )  ( l'2) 
CD396 ( ' • )  ( . . . ,  
C 1)3 9 7 (• ) ( ' )  
C 1)401 (12) ( '  ' )  < ~ )  
CD403 ( + )  
CD384 ( * + - )  (12) (-- •) (l'2) (•••') (l'2) (*^> ( • )  (l'2) (l'2) 
CD385 
CD392 ( • )  , . . . )  
CD398 (12) ( 1 2) (12) (l'2) ( • )  (l'2) ( ) 
CD399 ( •  ' )  ( " )  
CD400 ( "  '  -> 
CD402 ( + ) ( * )  
La sensibilité a été évaluée par la présence de zones claires sur le tapis bactérien et 
le nombre de «+» représente le degré de sensibilité, de V2 où un éclaircissement était 
à peine visible à +++ où la zone était totalement claire. Les souches NAP 1/027 sont 
regroupées par une accolade. 
Certains phages semblent pouvoir infecter certaines souches de façon plus efficace 
que d'autres. La plupart des souches R027 sont sensibles aux phages <t>CD29, <Î>CD111 et 
<î>CD38-2, alors que les phages MMP01, MMP02 et MMP03 semblent plutôt infecter les 
souches d'autres ribotypes. CD384 paraît ctre une souche particulière, car c'est la seule qui 
est à la fois très sensible aux phages OCD24-2, OCD52, (DCD630 et <I>MMP01. Tout 
comme CD383, elle semble sensible à tous les phages. Quant à CD385, elle n'est sensible à 
aucun des phages testés. Bref, il semble y avoir une certaine variation dans les profils de 
sensibilité des isolats de ribotypes différents, mais également au sein de ceux du ribotype 
027. 
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La présence de phages, sous forme de prophages, a été déterminée chez les isolats, 
grâce à une hybridation de type Southern avec des sondes correspondant à des génomes 
entiers de phages. En raison de contraintes de temps, seulement une sonde de phage a pu 
être testée, soit celle correspondant au phage OCD38-2 (Figure 11). 
23130 
9416 
6557 
4361 
2322 
2027 
# # ^ 
y 
23130 
4361 -
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Figure 11 | Hybridation de type Southern des 21 isolats avec la sonde de phage 
OCD38-2. Les pistes M contiennent le marqueur de poids moléculaires Lambda 
digéré avec Hindlll marqué avec DIG (0,12 23,1 kpb) (Roche). 
On remarque la présence de bandes dans les pistes correspondant aux isolats CD385 
et CD398 qui réprésentent des ribotypes différents, soit respectivement 054 et 018, mais qui 
sont du même type TRST (019). Ces bandes correspondent au profil du phage <E>CD38-2, ce 
qui indique que CD385 et CD398 contiennent le phage <t>CD38-2 ou du moins un phage 
très apparenté. 
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Discussion 
Rappel des objectifs 
L'utilisation de techniques moléculaires jumelées à l'étude des principaux 
phénotypes associés à la virulence, dont la production des toxines et la capacité de 
sporulation représentent la majeure partie de la caractérisation des isolats. Il s'avérait 
toutefois intéressant de poursuivre la caractérisation grâce à l'analyse de la mobilité, de la 
sensibilité des isolats à quelques phages et de leur contenu en prophages. La mobilité d'une 
bactérie constitue un avantage dans l'établissement d'une infection, entre autres via la 
colonisation du tractus intestinal, facilitée par la présence de flagelles. Une méthode de 
typage par les phages, soit par l'analyse de la sensibilité aux phages ou du contenu des 
isolats en prophages représente une autre approche permettant d'approfondir la 
caractérisation des isolats. 
Mobilité 
La capacité des isolats à se mouvoir a été évaluée dans un milieu liquide contenant 
une faible quantité d'agar. Les différences observées sont très subtiles et ne permettent pas 
d'affirmer avec certitude qu'un isolât soit plus mobile qu'un autre. Les isolats NAP1/027 
n'ont semblé ni plus ni moins mobiles que ceux des autres ribotypes. La souche 630 s'est 
avérée être la moins mobile comparativement à tous les isolats. Elle a donc servi à 
comparer les isolats avec les tests de Student et l'analyse de la variance. Les isolats 383 et 
392 semblaient significativement différents selon le test de Student (p < 0,05), alors que 
trois isolats étaient près du seuil de significativité. L'analyse de la variance avec un test de 
Dunnet a toutefois révélé qu'aucune différence n'était significative. Ainsi, si certaines 
souches semblent se démarquer et être plus mobiles, il s'agit davantage d'une tendance, car 
les tests statistiques ne permettent pas de conclure que les moyennes des rapports de 
migration sont différentes. Plusieurs réplicats biologiques auraient été nécessaires afin de 
réduire les écarts et potentiellement permettre d'observer des différences significatives. 
Dans son étude, Stabler avait observé la même tendance pour la souche 630, c'est-à-
dire une croissance qui se traduit par une bande dans le haut du tube et l'absence de 
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projections. Il avait toutefois observé des différences entre les souches de ribotype 027 et 
les autres, mais son échantillonnage se limitait à seulement deux souches 027 (STABLER 
et al., 2009). Donc, tout dépendant des souches 027, les résultats présentés ici pourraient 
rejoindre les observations de Stabler. 
Quant à l'étude de Twine (2009), la souche 630 y semblait aussi mobile que les 
autres souches. La souche CM-26 n'apparaissait pas mobile, mais possédait toutefois la 
protéine constituant le flagelle, la flagelline, alors que la souche QCD32g58 était mobile, 
mais ne semblait pas contenir cette protéine. Toutefois, par l'analyse par spectrométrie de 
masse en tandem d'une préparation de protéines S-layer partiellement purifiées et digérées 
à la trypsine, les auteurs ont décelé la présence de 3 peptides spécifiques à la flagelline, 
déterminant ainsi que cette souche en produit, mais en beaucoup plus petite quantité. En 
comparant, par microscopie, les souches 630 et QCD32g58, ils ont observé que des 
filaments de flagelline étaient présents chez QCD32g58, mais en quantités réduites par 
rapport à CD630. La variabilité de la mobilité et de la production de flagelline observée par 
Twine, de même que les résultats d'Emerson (EMERSON et al., 2009) suggèrent une 
variation des protéines associées à la surface cellulaire selon le stade de croissance. Par 
exemple, la protéine de surface CwpV subit une modification post-traductionnelle où elle 
est clivée d'une manière semblable à SlpA, précurseur qui, suite au clivage, engendre deux 
SLPs matures (CALABI et al., 2001 ; EMERSON et al., 2009). Cette variation pourrait 
peut-être expliquer les différences entre les écarts d'un réplicat à un autre qui sont faibles 
pour certaines souches et plus élevés pour d'autres. 
La méthode utilisée, à savoir la quantité d'agar dans le milieu, la composition du 
milieu et la façon d'ensemencer semblent aussi affecter les résultats, comme c'est le cas 
avec la souche 630. De plus, les gènes codant pour les protéines associées à la mobilité 
pourraient être présents, mais pourraient ne pas être exprimés ou, s'ils le sont, pourraient 
mener à la synthèse de protéines inactives. Par exemple, Twine et ses collègues ont montré, 
d'une part, que la glycosylation de la flagelline était nécessaire à la mobilité chez 
C. difficile et, d'autre part, que la structure des glycanes associés à la flagelline était 
différente d'une souche à une autre, suggérant que les glycanes influencent le potentiel de 
pathogénicité de ces souches (TWINE et al., 2009). 
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Un autre facteur qui pourrait possiblement influencer la mobilité est un mécanisme 
post-transcriptionnel dirigé par les niveaux de diguanylate cyclique (c-di-GMP) qui 
inciteraient la transition des bactéries mobiles vers un état multicellulaire où les bactéries se 
trouvent attachées à une surface (FANG et GOMELSKY, 2010). Le c-di-GMP est un 
second messager retrouvé chez les bactéries et impliqué dans la régulation de divers 
processus dont la formation de biofilms, la différenciation et la virulence (TAMAYO et al., 
2007). Les mécanismes impliquant le c-di-GMP dans le contrôle de la mobilité nécessitent 
une régulation transcriptionnelle des gènes du flagelle (KRASTEVA et al., 2010). Chez 
E. coli et S. enterica serovar Typhi, des taux intracellulaires élevés de c-di-GMP inhibent la 
migration. 11 y aurait des différences au niveau du métabolisme de c-di-GMP. La régulation 
et la synthèse de c-di-GMP varient d'une souche à une autre, ce qui pourrait expliquer la 
diversité phénotypique de la mobilité (BORDELEAU et al., 2011). Enfin, selon le type de 
milieu dans lequel elles se trouvent (environnement, humains), les bactéries peuvent être 
soumises à différents signaux qui peuvent influencer la concentration de c-di-GMP et, par 
conséquent, avoir un impact sur certains phénotypes (TAMAYO et al., 2007). 
Les résultats obtenus dans la présente étude ne permettent pas d'établir de 
corrélation entre la mobilité d'un isolât et la sévérité des symptômes associés. Les isolats de 
NAP1/027 n'étaient pas non plus associés à une plus grande mobilité dans nos essais. 
D'autres marqueurs pourraient être étudiés, comme FliC et FliD, des protéines du flagelle. 
11 est probable, toutefois, que la mobilité ne soit pas nécessaire à la virulence de la souche, 
tel que suggéré par deux études, suite à leurs analyses réalisées avec des puces à ADN 
génomique (STABLER et al., 2006 ; JANVILISRI et al., 2009). 
Analyse de loci multiples de répétitions en tandem polymorphe (MLVA) 
Comme des sous-types ont été découverts avec l'analyse de loci multiples de 
répétitions en tandem polymorphe grâce à son grand pouvoir de discrimination (TANNER 
et al., 2010), il s'avérait intéressant d'appliquer cette méthode afin de distinguer les isolats 
de ribotype 027 de cette étude. Le MLVA a effectivement permis d'établir des sous-types 
du ribotype 027, par contre ceux-ci ne semblent pas corréler avec des symptômes 
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particuliers. Certes, certains isolats faisant partie d'un même regroupement génétique 
(somme < 10) possèdent certains phénotypes semblables comme une production de toxines 
élevée ou une grande capacité de sporulation, mais d'autres isolats qui apparaissent plus 
proches génétiquement se comportent très différemment, rendant les corrélations difficiles 
à établir. Comme ce fut le cas pour des études précédentes, la technique MLVA peut, selon 
la situation, être trop discriminante et masquer des associations qui pourraient peut-être être 
visibles avec d'autres méthodes de typage (KILLGORE et al., 2008 ; TANNER et al., 
2010). Dans la présente étude, l'échantillon était petit, ce qui pourrait également nuire à 
l'établissement de certaines corrélations. Finalement, le dendrogramme ne fournit que la 
somme des distances des sept loci confondus, ce qui ne permet pas de déterminer quel 
amplicon est variable d'un isolât à un autre. Cette indication pourrait peut-être permettre de 
regrouper les isolats d'une autre façon et ainsi de mettre en évidence d'autres différences ou 
regroupements. 
Sensibilité aux phages et contenu en prophages 
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Le profil de sensibilité vis-à-vis certains phages permet de caractériser une souche 
sous un angle différent. Certains profils de sensibilité pourraient correspondre à des 
phénotypes particuliers et fournir des indices sur le comportement d'une souche, ce qui 
rendrait possible l'identification des souches de façon spécifique lorsque les méthodes de 
typage actuelles ne le permettent pas. Les isolats faisant partie de l'étude ont pu être 
caractérisés par la capacité de 10 phages du laboratoire à les infecter. Les profils de 
sensibilité semblaient se dessiner en fonction du ribotype ; la plupart des souches 
NAP1/027 étaient sensibles aux phages <t>CD29, OCDlll et ŒCD38-2, alors que les 
phages OMMPOl, (t>MMP02, OMMP03 semblaient plutôt infecter les souches des autres 
ribotypes. 
Dans le cadre de ses travaux de maîtrise, Ognjen Sekulovic a déterminé que le 
phage OCD38-2 pouvait infecter près de la moitié (99/207) d'une collection d'isolats 
cliniques testés, répartis en 41 ribotypes. Des isolats sensibles, 89 % (79/89) représentaient 
le ribotype 027. Considérant qu'un phage doit reconnaître un récepteur à la surface de la 
bactérie, ses résultats suggèrent la présence d'un récepteur commun à la surface de la 
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majorité des isolats de ribotype 027. Le fait que certains isolats de ribotype 027 soient 
insensibles à l'infection par <I>CD38-2 pourrait être attribuable à la présence d'un phage 
apparenté dans leur génome, ou à un mécanisme antiphage bloquant le cycle réplicatif du 
phage (SEKULOV1C et al., 2011), ce qui supporte l'idée qu'il existe des sous-types au sein 
d'un même ribotype. 
Suite à l'hybridation de type Southern avec une sonde du phage OCD38-2, les 
isolats CD385 de ribotype 054 et CD398 de ribotype 018, mais tous deux du type TRST 
019, ont montré un profil de bandes très similaires et correspondant possiblement au phage 
lui-même, suggérant sa présence dans le génome de ces deux isolats. L'isolât CD385 n'était 
pas sensible à ce phage, ni à aucun autre testé, mais l'isolât CD398 semblait sensible aux 
phages <t>CD630 et <£>MMP02 et possiblement au phage OCD38-2, mais la zone de lyse 
observée était à peine visible. La présence du phage OCD38-2 chez CD385 pourrait 
expliquer qu'il soit incapable de l'infecter, alors que la très faible lyse de CD398 par 
OCD38-2 pourrait être attribuable à la présence d'un prophage très apparenté, mais 
suffisamment différent pour permettre à OCD38-2 de l'infecter. Une étude plus rigoureuse 
du prophage induit de la souche CD398 serait nécessaire afin de clarifier ces hypothèses. 
Ognjen a également montré une augmentation de la production des toxines TcdA et 
TcdB stimulée par la présence du prophage OCD38-2 dans une souche de ribotype 027, 
suggérant l'implication de certains prophages dans la régulation de phénotypes associés à la 
virulence de la bactérie. L'isolât CD385, de ribotype 054, produit justement une grande 
quantité de toxines A et B in vitro, quantité qui s'apparente à celles produites par les 
souches de ribotype 027, réputées pour produire des quantités accrues de toxines. Par 
contre, l'isolât CD398 produit peu de toxines A et B mais semble cependant posséder un 
prophage apparenté au OCD38-2 dans son génome. Cette distinction aurait peut-être pu 
s'expliquer par le site d'intégration du phage qui diffère entre les deux souches. Toutefois, 
il a été démontré que le phage OCD38-2 ne s'intègre pas dans le génome bactérien 
(SEKULOVIC et al., 2011), éliminant ainsi cette possibilité. 
La différence observée entre les deux isolats au niveau de la production de toxines 
proviendrait donc d'autres facteurs. Les 2 isolats ne présentent pas le même ribotype, donc 
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une foule d'autres éléments peuvent être régulés différemment. Bref, étant donné que les 
détails génétiques des deux isolats sont méconnus, il est difficile d'évaluer l'impact du 
prophage sur divers phénotypes. 
Par ailleurs, le fait que le typage par hybridation ait été effectué avec une sonde de 
phagc seulement limite notre capacité à établir certaines associations. Il serait intéressant de 
poursuivre la caractérisation avec d'autres sondes de phages pour analyser plus en détails le 
contenu en prophages des isolats. Finalement, le test de sensibilité aux phages par la 
méthode en gouttes est subjectif, car parfois la lyse n'était pas complète et pouvait porter à 
interprétation. La lysogénie est probablement un phénomène important dans le test en 
gouttes, ce qui fait que des lysogènes peuvent croître dans la zone de lyse et finissent par la 
masquer, d'où l'observation de zones troubles. Cela est dû au fait que la multiplicité 
d'infection (MI), soit le ratio de phages par rapport aux bactéries, est très élevée avec cette 
méthode, ce qui favorise la lysogénie. La méthode en agar mou où des dilutions de phages 
sont ajoutées dans l'agar permet d'obtenir des phages isolés, et donc une MI faible, ce qui 
favorise le cycle lytique et l'obtention de plages de lyse. Cependant, cette méthode requiert 
beaucoup plus de temps. 
Enfin, mis à part la sensibilité des isolats 027 aux phages <t>CD29, OCDlll et 
<t>CD38-2, il ne semble pas y avoir de corrélation entre le génotype, les phénotypes testés et 
la sévérité des ICD. Selon les conditions employées, l'étude de la mobilité, de la sensibilité 
aux phages et de leur présence chez les isolats n'a pas permis d'établir d'associations 
particulières, mais a tout de même fourni des renseignements supplémentaires quant à la 
caractérisation des isolats. Il faut toutefois considérer le nombre limité d'isolats (21) et la 
variation de mobilité observée d'un réplicat à un autre chez certains isolats. Tel que discuté 
précédemment, la méthode d'évaluation de la mobilité influe aussi, ce qui peut modifier les 
résultats. L'analyse par MLVA a permis de distinguer les isolats de ribotype 027, mais pas 
de déceler de corrélation entre un sous-type et une manifestation clinique particulière. 
Cependant, cette analyse a mis en lumière différents sous-types, ce qui démontre qu'il y a 
des différences génétiques entre les isolats NAP1/027 utilisés pour notre étude. 
Bref, la taille de l'échantillon limite probablement les associations et masque peut-
être des corrélations ou des tendances qui auraient pu être observables avec un grand 
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nombre d'isolats, mais la mobilité, le typage par MLVA et par les phages ont permis 
d'approfondir la caractérisation des isolats, la rendant plus complète. Le typage par les 
phages représente une approche intéressante vers une meilleure compréhension du 
comportement des souches et une méthode complémentaire judicieuse par rapport aux 
méthodes de typage actuelles. L'étude d'un plus grand nombre d'isolats pourrait offrir la 
possibilité de dégager certaines conclusions intéressantes concernant la présence des phages 
chez C. difficile et leur implication dans certains phénotypes pouvant contribuer à la 
virulence de la bactérie. 
DISCUSSION 
Rappel des objectifs de l'étude 
Clostridium difficile est un pathogène opportuniste bien connu du milieu hospitalier 
où il représente la cause principale de diarrhées associées à la prise d'antibiotiques 
(BARTLETT et GERDING, 2008). Cette bactérie est responsable des infections à 
C. difficile (ICD). Ce n'est qu'au cours de la dernière décennie que C. difficile est devenu 
une préoccupation majeure, et ce, due à la survenue d'un changement epidémiologique 
important concernant le taux d'incidence, la sévérité et la mortalité à 30 jours des ICD 
(PÉPIN et al., 2004). Ce bouleversement est relié à l'émergence d'une souche 
hypervirulente, NAP1/027, qui est associée à un taux de mortalité supérieur chez les 
patients hospitalisés ainsi qu'à des symptômes plus sévères impliquant des complications 
(PÉPIN et ai, 2004 ; LOO et ai, 2005). Cette souche hypervirulente a fait l'objet de 
plusieurs études visant à expliquer son caractère hypervirulent par l'analyse de phénotypes 
importants dans l'infection, dont la production de toxines et la formation de spores, mais 
également d'autres caractéristiques (résistance aux antibiotiques, mobilité, etc.). Ces études 
cherchaient à établir des associations entre le type de souches, la sévérité des infections et 
les phénotypes associés à la virulence. Récemment, des études ont suggéré des résultats 
contradictoires, remettant alors en question l'hypervirulence des souches NAP 1/027 et leur 
implication dans les cas compliqués d'ICD. 
Nous voulions donc examiner le génotype et plusieurs phénotypes bactériens et les 
associations avec différentes manifestations cliniques. C'est ainsi que vingt-et-un isolats 
cliniques isolés chez des patients atteints d'ICD, dont la sévérité des symptômes variait, ont 
été caractérisés par différentes méthodes de typage actuelles. Leurs capacités à produire des 
toxines et à sporuler ont été évaluées in vitro, de même que leur mobilité, leur contenu en 
prophages et leur sensibilité à quelques antibiotiques et à certains bactériophages. Nos 
résultats appuient les dernières observations contradictoires et 
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témoignent d'une variété phénotypique, même à l'intérieur d'un même ribotype. Ils 
soutiennent par le fait même que les caractéristiques que l'on attribue d'emblée à la souche 
NAP1/027 devraient être nuancées. 
Caractérisation moléculaire 
Le premier aspect de cette étude consistait à la caractérisation des isolats au niveau 
moléculaire. Ces isolats avaient été sélectionnés en fonction des symptômes qu'ils ont 
causés aux patients desquels ils proviennent et ont été classés selon des critères définissant 
la sévérité (voir Tableau 1). Les caractéristiques des patients, incluant l'âge, le sexe, 
l'antibiotique causal de l'ICD et la présence d'anticorps sont présentées dans le Tableau 4 
(Article). Des 21 isolats sélectionnés, 11 se retrouvent dans la catégorie des ICD de sévérité 
«légère à modérée», 5 ont provoqué une ICD «sévère», 5 ICD ont mené à des 
complications. Le typage moléculaire des isolats était la première étape vers une 
caractérisation des isolats selon plusieurs aspects. 
Ribotypage par PCR 
Plusieurs méthodes de typage peuvent être utilisées pour caractériser des souches 
bactériennes et sont choisies en fonction du type d'étude, du pouvoir de discrimination, de 
la reproductibilité et de la facilité d'exécution. Les études portant sur C. difficile ont recours 
à plusieurs méthodes, notamment le ribotypage par PCR, l'analyse par enzyme de 
restriction, l'électrophorèse en champ puisé et le MLVA qui sont parmi les plus 
fréquemment utilisées (KILLGORE et al., 2008 ; KUIJPER et al., 2009). Le ribotypage par 
PCR est la méthode de référence en Europe et est largement utilisé en Amérique du Nord 
(BIDET et al., 1999 ; STUBBS et al., 1999 ; BIDET et al., 2000). La plupart des études 
caractérisent ainsi leurs souches (CLEMENTS et al., 2010). L'émergence de la souche 
hypervirulente à laquelle on attribue le ribotype 027 a probablement favorisé cette méthode, 
car ce clone a été associé à plusieurs épidémies et il s'agissait souvent de la première 
caractérisation effectuée afin de déterminer la souche responsable. Depuis, dès que l'on 
découvre qu'une souche est du ribotype 027, on la considère immédiatement plus virulente 
et on l'associe à une production accrue de toxines, à une capacité de sporulation supérieure 
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et on suppose qu'elle causera des infections plus sévères chez les patients qui sont aux 
prises avec cette souche (McDONALD et al., 2005 ; WARNY et ai., 2005 ; ÂKERLUND 
et al., 2008 ; MILLER et al., 2010). Établir le ribotype des isolats constituait donc sans 
contredit la première caractéristique à décrire. 
Les profils de bandes obtenus grâce à cette méthode ont permis d'identifier 
7 ribotypes, le 027 étant prédominant avec 14 isolats. Les autres ribotypes étaient 006 
(2/21), 018, 023, 024, 053, 054 ces derniers n'ayant qu'un seul représentant. Cette 
proportion d'isolats 027 indique la prédominance de la souche NAP 1/027 entre 2005 et 
2006, ce qui rejoint les données épidémiologiques du Québec à ce moment-là 
(O'CONNOR et al., 2009). Le plus étonnant a été de constater que les isolats 027 étaient 
distribués parmi tous les groupes de sévérité d'ICD : légère à modérée (8), sévère (2), 
compliquée (4), suggérant que les souches de ce ribotype puissent à la fois causer des 
infections non-sévères et sévères et qu'elles ne mènent pas nécessairement à des 
complications. Le ribotype 006 avait un représentant dans le groupe «légère à modérée» et 
un autre dans le groupe «sévère». Ces observations suggèrent que le ribotype n'est pas 
associé à une sévérité en particulier et qu'il ne devrait pas servir comme unique méthode de 
typage pour caractériser un isolât. Bien que la souche NAP 1/027 soit généralement associée 
à un risqué élevé de complications et de rechutes (LOO et al., 2005 ; McDONALD et al., 
2005 ; PÉPIN et al., 2005b ; WARNY et al., 2005 ; MILLER et al., 2010) et à un taux de 
mortalité plus élevé (SUNDRAM et al.,2009), certaines études ont montré que le type de 
souche n'était pas associé à une manifestation clinique en particulier et que les souches de 
type NAP 1/027 n'étaient pas plus virulentes que celles d'un autre type (ÂKERLUND et 
al.,. 2006 ; MORGAN et al., 2008 ; CLOUD et al., 2009 ; WILSON et al., 2010). 
Enfin, ces observations rappellent que des sous-types existent et que toutes les 
souches 027 ne devraient pas être placées dans le même panier (KILLGORE et al., 2008 ; 
TANNER et al., 2010). Nos résultats suggèrent qu'il n'y a aucune association entre le 
ribotype 027 et les manifestations cliniques, suggérant ainsi que le type de souches n'est 
pas prédictif d'une augmentation de la sévérité. Cette conclusion est observée dans un 
contexte non-épidémique et appuie ce qui a été démontré précédemment (CLOUD et al., 
2009), mais des corrélations pourraient peut-être être constatées dans le cadre d'une 
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épidémie. Lors d'une éclosion, il est fort probable que des clones d'une même souche 
circulent, alors qu'en absence d'une épidémie, des variants des souches NAP 1/027 sont 
présents avec leurs caractéristiques distinctes. Cependant, les isolats proviennent d'un 
même hôpital au cours d'une période relativement courte, c'cst-à-dirc environ six mois. On 
pouvait donc s'attendre à une certaine homogénéité des isolats. Bref, une souche présentant 
le ribotype 027 ne devrait pas forcément être associée à des complications, et ce, en 
contexte non-épidémique. 
Enfin, des études ont suggéré une association entre une réponse humorale aux 
toxines A et B et la sévérité des ICD et les risques de rechutes (WARNY et ai, 1994 ; 
KYNE et al., 2000 ; KYNE et al., 2001 ; LEAV et al., 2010). Il a été observé que les 
porteurs asymptomatiques avaient des niveaux sériques d'IgG anti-toxin A supérieurs aux 
patients ayant développé une ICD (KYNE et al., 2000). Récemment, il a été montré que les 
anticorps dirigés contre la toxine B protègent contre les récurrences (LEAV et ai, 2010). 
C'est pourquoi dans la présente étude les sérums de patients ont été analysés pour la 
présence des anticorps (IgG, IgA, IgM). Les anticorps dirigés contre les deux toxines ont 
été détectés chez 4 patients (ICD : compliquée 2 ; légère à modérée 2), alors qu'un patient 
(ICD légère à modérée) était positif pour la présence des anticorps anti-toxine A seulement. 
Comme des anticorps ont été retrouvés autant chez les patients ayant développé une ICD 
légère à modérée que compliquée, nous pouvons supposer que les anticorps ne protègent 
pas contre des symptômes sévères. La plupart des patients étant négatifs, il n'est pas 
possible de conclure avec cet échantillon que les infections de sévérité légère à modérée 
causées par les isolats NAP 1/027 soient moins sévères due à la présence des anticorps. 
Bref, la présence des anticorps ne semble pas être associée à une manifestation clinique en 
particulier et ne serait donc pas un indice de la sévérité des ICD. 
Typage de séquences de répétitions en tandem (TRST) 
Cette méthode développée récemment (ZAISS et al., 2009) repose sur l'analyse de 
séquences plutôt que sur des profils de bandes, comme le ribotypage. Ceci facilite les 
échanges de données entre laboratoires et rend l'analyse plus simple et plus objective, car 
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elle ne dépend pas d'une interprétation qui peut être variable. Les auteurs de la méthode ont 
montré une excellente concordance entre le TRST et le ribotypage, les deux méthodes ayant 
des pouvoirs de discrimination identiques. Les 154 isolats testés représentaient 75 ribotypes 
et ont révélé 72 types TRST. Cette méthode constituait donc une approche intéressante 
dans la caractérisation des isolats, en comparaison avec le ribotypage, la méthode de 
référence du laboratoire. 
Le TRST a permis d'identifier 6 types (2, 3, 14, 19, 27 et 65) parmi les 21 isolats de 
7 ribotypes différents. Les isolats de ribotype 027 étaient tous du type 27 et les deux isolats 
du ribotype 006 étaient du type 2. Par contre, deux isolats du type 19 représentaient les 
ribotypes 18 et 54. L'échantillon est petit, mais nous avons tout de même observé une 
bonne concordance entre TRST et ribotypage, ce qui appuie les conclusions de Zaiss. Cette 
méthode, quoique plus coûteuse et plus longue que le ribotypage dues à la réaction de 
séquençage représente tout de même une alternative intéressante au ribotypage, 
particulièrement lorsque les profils de bandes sont problématiques. 
Détection de la toxine binaire (CDT) 
La toxine binaire CDT est associée aux souches NAP1/027 et est également 
retrouvée chez environ 6 à 10 % des souches (STUBBS et al., 2000 ; GONÇALVES et al., 
2004). L'implication de CDT dans la virulence des souches qui la produisent et la sévérité 
des ICD qu'elles causent demeure toutefois obscure. Des souches produisant la toxine CDT 
ont été isolées de patients présentant une large gamme de symptômes, allant de diarrhées 
non sévères à des colites pseudomembraneuses, suggérant que sa présence pourrait être 
associée à une augmentation de la sévérité (RUPNIK et al., 2003b ; GERIC et al., 2004 ; 
BARBUT et al., 2007). D'autres clostridies produisant une toxine binaire sont connues 
pour causer des infections intestinales (CARMAN et al., 1997). C. perfringem produit en 
plus d'autres toxines, alors que C. spiroforme ne produit qu'une toxine binaire, ce qui 
suggère que la toxine CDT soit un facteur de virulence additionnel pour les souches de 
C. difficile (RUPNIK et al., 2003b). 
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Une étude où les gènes de la toxine binaire étaient présents chez les deux-tiers des 
souches étudiées a démontré une association entre les cas d'ICD sévères et la présence de la 
toxine binaire, néanmoins cette association n'était pas significative (McELLISTREM et al., 
2005). Récemment, Goldenberg et ses collègues ont montré que les souches CDT+, 
représentant 28 % de l'échantillon, n'étaient pas associées à la sévérité des ICD ni à une 
manifestation clinique en particulier. Par contre, ils ont observé une différence significative 
dans la mortalité toutes causes confondues à 30 jours, suggérant sa contribution dans 
l'augmentation de la virulence (GOLDENBERG et FRENCH, 2011). Dans la présente 
étude, tous les isolats NAP1/027 produisent la toxine CDT, de même que deux isolats non-
NAP1/027, CD385 (R054) et CD398 (ROI8) qui sont associés à diverses manifestations 
cliniques, ce qui appuie le fait que la présence de la toxine binaire n'est pas reliée à un 
symptôme particulier. 
Séquençage du gène tcdC 
Le produit du gène tcdC est un régulateur négatif de la production des toxines TcdA 
et TcdB. Son rôle exact dans la régulation et les liens entre un gène délété et les quantités 
de toxines produites ne sont pas clairs. On associe néanmoins la souche NAP1/027 à un 
tcdC délété (nucléotide 117 et 18 pb) qui mène à la production d'un TcdC inactif incapable 
de réguler l'expression des toxines qui, par conséquent, sont produites en plus grandes 
quantités (DUPUY et al., 2008). La caractérisation du gène tcdC d'une collection d'isolats 
de C. difficile a montré qu'une protéine TcdC tronquée était responsable de l'augmentation 
de la production des toxines observée chez les souches NAP 1/027 (CURRY et al., 2007). 
D'un autre côté, une étude a indiqué qu'une troncature de TcdC n'était pas à l'origine d'une 
production accrue de toxines (MURRAY et al., 2009). Quant aux souches NAP1/027, elles 
sont invariablement associées à une grande production de toxines (WARNY et ai, 2005 ; 
CURRY et al., 2007 ; ÂKERLUND et al., 2008 ; MERRIGAN et ai, 2010). 
Comme des délétions dans le gène tcdC sont retrouvées chez environ 30 % de toutes 
les souches de C. difficile (GOLDENBERG et FRENCH, 2011), d'autres études ont 
85 
analysé ce gène à la recherche de liens avec des manifestations cliniques particulières. 
Verdoorn et son équipe n'ont pu établir d'associations entre la présence des délétions de 18 
et 39 pb et la sévérité des ICD (VERDOORN et al., 2010). Tout récemment, Goldenberg et 
French ont confirmé cette absence d'association entre les deux délétions de même que celle 
du nucléotide 117 et la sévérité. En analysant 207 isolats, ils ont observé que peu importe le 
type de gène tctJC (sauvage ou délété), il n'y avait pas de différences entre les symptômes 
des ICD des patients infectés (GOLDENBERG et FRENCH, 2011). 
Le gène tcciC des 21 isolats a donc été analysé afin d'observer les relations avec la 
production de toxines et la sévérité des ICD. Toutes les NAP1/027 possèdent la délétion 
ponctuelle du nucléotide 117 de même que la délétion de 18 pb et produisent généralement 
plus de toxines A et B que les non-NAP 1/027, mais les quantités différaient d'une souche 
NAP 1/027 à une autre. La souche CD385, de ribotype 054, engendre une grande 
production de toxines, malgré la présence d'un tcdC de type sauvage. Une délétion dans le 
gène n'est pas nécessairement reliée à une grande production de toxines, alors qu'à 
l'inverse, un tcdC de type sauvage n'est pas un indice d'une diminution de la production. 
Ces observations supportent le fait que la production de toxines ne dépend pas 
nécessairement d'un régulateur défectueux (MURRAY et al., 2009) et qu'un gène tcdC 
délété n'est pas prédictif de la sévérité (VERDOORN et al., 2010 ; GOLDENBERG et 
FRENCH, 2011). Selon nos résultats, le ribotypage, de même que les autres méthodes de 
typage utilisées, ne semblent pas efficaces pour prédire un phénotype particulier ni l'issue 
clinique, ce qui suggère que le ribotype 027 ne devrait pas nécessairement être considéré 
comme un marqueur de la sévérité des ICD. 
Analyse de loci multiples de répétitions en tandem polymorphe (MLVA) 
L'analyse de loci multiples de répétitions en tandem polymorphe est une méthode 
de typage réputée pour avoir un grand pouvoir de discrimination et ainsi permettre de 
distinguer des sous-types (KILLGORE et al., 2008 ; TANNER et al., 2010). C'est pourquoi 
elle a été employée pour caractériser les isolats, afin de constater si certains sous-types du 
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ribotype 027 pouvaient corréler avec un phénotype ou une sévérité en particulier. Des sous-
types ont pu être identifiés, mais il ne semblait pas y avoir de corrélations avec les 
manifestations cliniques. Le petit nombre d'isolats explique probablement l'absence 
d'associations. Somme toute, cette méthode est utile pour une caractérisation précise des 
isolats et permet entre autres d'investiguer des éclosions, mais elle est plus appropriée 
lorsqu'employée avec un grand nombre d'isolats. 
Typage par les phases 
La présence de prophages est connue chez de nombreuses espèces bactériennes. 
Plusieurs bactériophages transportent des gènes encodant des facteurs de virulence et, suite 
à la lysogénisation, peuvent influencer la virulence de la bactérie hôte. Chez C. difficile, des 
études ont rapporté l'impact de prophages sur la production des toxines et la transcription 
des gènes du PaLoc (GOH et al., 2005 ; GOVIND et al., 2009 ; SEKULOVIC et al., 2011 ). 
La présence des phages peut aussi être exploitée pour caractériser et distinguer des souches 
de C. difficile. Étant donné que les techniques de typage moléculaire présentent parfois 
certaines lacunes, par exemple dans l'identification des sous-types, le typage par les phages 
s'avère un outil de caractérisation intéressant. Par l'étude de la sensibilité des isolats à 
différents phages ou grâce à l'analyse de leur contenu en prophages, il est possible de 
caractériser différemment les isolats. 
L'étude de la sensibilité des isolats à 10 phages isolés au laboratoire a permis de 
constater que les profils de sensibilité semblaient se dessiner en fonction du ribotype. En 
effet, la plupart des souches NAP1/027 étaient sensibles aux phages OCD29, <J>CD111 et 
C>CD38-2, alors que les phages MMP01, MMP02 et MMP03 semblaient plutôt infecter les 
souches d'autres ribotypes. 
La présence de phages, sous forme de prophages, a été déterminée chez les isolats, 
grâce à une hybridation de type Southern avec une sonde correspondant au génome entier 
du phage OCD38-2. Deux isolats, CD385 et CD398 contiennent le phage OCD38-2 ou, du 
moins, un phage très apparenté. Ces isolats sont de ribotypes 054 et 018, respectivement, et 
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du même type TRST et présentent des caractéristiques phénotypiques distinctes (production 
de toxines, sporulation). Puisque que les détails génétiques des deux isolats sont inconnus, 
il s'avère difficile d'évaluer l'impact du prophage sur divers phénotypes. 
Selon ces méthodes de typage impliquant les phages, mis à part la sensibilité des 
isolats NAP1/027 aux phages OCD29, OCD111 et OCD38-2, il ne semble pas y avoir de 
corrélation entre le génotype, les phénotypes testés et la sévérité des ICD. Étant donné que 
le typage a été effectué avec seulement une sonde de phages, cela limite grandement les 
associations possibles. Il serait intéressant d'approfondir la caractérisation avec d'autres 
sondes de phages pour analyser en détails le contenu en prophages. Tel que mentionné 
précédemment, il serait aussi pertinent d'évaluer la sensibilité aux phages selon une 
méthode qui serait moins subjective. Bref, selon les conditions et le nombre d'isolats testés, 
le typage par les phages n'a pas permis d'établir de corrélation entre leur présence et 
certains phénotypes ou une sévérité quelconque. 
Selon les résultats obtenus, le nombre d'isolats étudiés et le contexte duquel ils 
proviennent, aucune corrélation entre le génotype des isolats et la sévérité des ICD n'a été 
constatée. Suite à la caractérisation moléculaire, certains phénotypes associés à la virulence 
ont donc été étudiés dans le but de vérifier les liens entre le génotype et certains phénotypes 
et si ceux-ci peuvent prédire la sévérité des ICD. 
Caractérisation phénotypique 
Production de toxines 
Chez C. difficile, la production des toxines A et B est le facteur de virulence 
principal, sans égard pour la toxine binaire. En effet, seules les souches toxinogènes 
causent une ICD. Les souches TcdA-TcdB- ne peuvent que coloniser l'intestin (SAMBOL 
et al., 2002), sans provoquer les dommages engendrés par les toxines, tout comme les 
souches qui ne produisent que la toxine binaire (GERIC et ai, 2006). Généralement, les 
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souches toxinogènes produisent les deux toxines, mais un faible pourcentage des ICD est 
dû à la présence de la toxine B uniquement (DRUDY et al., 2007). 
Les souches NAP1/027 sont reconnues pour produire de grandes quantités de 
toxines, ce qui, selon plusieurs études, contribuerait à une aggravation des symptômes 
encourus (PÉPIN et al., 2004 ; LOO et al., 2005 ; WARNY et al., 2005 ; ÂKERLUND et 
al., 2008). Nous avons donc voulu vérifier si, d'une part, toutes les souches NAP1/027 de 
notre échantillon produisent plus de toxines comparativement aux autres types et si, d'autre 
part, ce phénotype coïncide avec des cas sévères ou compliqués. 
Les analyses d'immunobuvardage ont permis de comparer la production des toxines 
A et B. En général, les souches NAP1/027 sont de grandes productrices de toxines, malgré 
le fait que les niveaux ne soient pas tous égaux d'une souche à une autre. La souche 
CD385, de ribotype 054, produit également une grande quantité de toxines, comparable à 
celles des NAP 1/027, et ce, malgré la présence d'un gène tcdC de type sauvage. Les 
résultats concernant la production de toxines des souches NAP 1/027 appuient donc les 
constatations de plusieurs études menées ces dernières années (WARNY et al., 2005 ; 
CURRY et al., 2007 ; ÂKERLUND et ai, 2008 ; MERRIGAN et al., 2010). Cependant, 
d'autres types de souches semblent pouvoir rivaliser avec les NAP 1/027 au niveau de la 
production de toxines, suggérant, une fois de plus, que le ribotype à lui seul n'est pas 
suffisant pour émettre des hypothèses quant à certains phénotypes. 
Il faut également considérer le fait que ces analyses ne permettent que d'évaluer la 
quantité de toxines présentes dans le surnageant de culture, sans considérer les toxines qui 
n'ont pas été sécrétées et qui se trouvent à l'intérieur des bactéries. Il pourrait donc y avoir 
des différences au niveau de l'efficacité ou de la rapidité de sécrétion des toxines entre les 
isolats. De plus, des variations dans les gènes des toxines A et B pourraient conférer des 
propriétés cytotoxiques différentes (BLAKE et al., 2004). De ce fait, il est possible de 
penser que certains isolats de ribotypes différents, par exemple 018 et 023 puissent 
provoquer des infections sévères ou compliquées, même s'ils produisent de faibles 
quantités de toxines. La cytotoxicité des toxines pourrait donc être évaluée grâce à des tests 
de cytotoxicité sur des cellules en culture, et possiblement varier entre les isolats. 
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En ce qui concerne la sévérité des 1CD, selon nos résultats, elle n'est pas du tout 
associée à la production de toxines, car une souche qui en produit peu peut avoir mené à 
des complications, alors qu'une souche qui, à l'inverse, en produit beaucoup peut être 
associée à une ICD de sévérité légère à modérée. Ceci rejoint l'étude d'Âkerlund qui avait 
montré que les niveaux de toxines fécales et ceux in vitro n'étaient pas reliés à un ribotype 
particulier ni à une quelconque sévérité (ÂKERLUND et al., 2006). 
En somme, un tcdC délété n'est pas nécessairement un indice de l'accroissement de 
la production de toxines A et B, et celles-ci, lorsque fabriquées en grandes quantités ne 
sont pas non plus associées à une aggravation des symptômes d'ICD. 
Sporulation 
Une autre caractéristique importante de C. difficile est sa capacité à produire des 
spores, des structures en dormance extrêmement résistantes à diverses conditions hostiles. 
Les spores peuvent également se disperser facilement dans l'environnement et dans les 
hôpitaux et centres de santé. 
En plus de produire de grandes quantités de toxines A et B, les souches NAP1/027 
sont généralement reconnues pour leur incomparable capacité à sporuler, ce qui favoriserait 
ainsi leur dissémination efficace dans le milieu hospitalier et qui pourrait, par conséquent, 
expliquer leur implication dans les cas de récurrence (ÂKERLUND et al., 2008 ; 
SUNDRAM et al., 2009 ; MERRIGAN et al., 2010). Nous avons ainsi voulu évaluer si les 
isolats NAP 1/027 avaient une capacité de sporulation supérieure à celle d'autres types. 
Les taux de sporulation ont été déterminés selon deux méthodes. La première 
consistait à ensemencer, sur un milieu favorisant la germination des spores, des dilutions 
d'une suspension de bactéries récoltées sur un pétri permettant la sporulation. Une partie de 
la suspension était chauffée à 80 °C durant 10 minutes, de façon à tuer les cellules 
végétatives, ce qui permettait ainsi de sélectionner les spores. Lors du décompte, il était 
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possible de comparer le nombre de spores (échantillon chauffé) au nombre de cellules 
totales correspondant à l'échantillon non chauffé et ainsi de calculer les taux de sporulation. 
Cette méthode a fourni des résultats très variables et de grands écarts, et ce, malgré trois ou 
quatre réplicats biologiques. Burns et ses collègues avaient justement observé des 
incohérences entre les comptes de bactéries et de spores, ce qui menait à une variation des 
résultats dépendant de la méthode, c'est-à-dire si l'échantillon subissait ou non un 
traitement à la chaleur. Ils ont émis l'hypothèse que cet écart serait attribuable à des 
différences au niveau de l'efficacité de germination entre les souches (BURNS et al., 
2010). Selon ces observations, une seconde méthode a été employée dans notre étude. Il 
s'agissait, à l'aide d'une chambre de Petroff-Hausser, de compter, par microscopie, les 
spores et les cellules végétatives prélevées directement d'un bouillon de culture après un 
certain temps. 
Les résultats variaient quelque peu selon la méthode, mais la tendance générale était 
la même. Étant donné que le type de milieu de sporulation était différent selon les deux 
méthodes, soit une gélose pour la première et un bouillon pour la seconde, les différences 
auraient pu y être attribuables, car les bactéries peuvent s'y comporter différemment. 
Toutefois, deux isolats ont été testés en employant un milieu de sporulation gélosé en 
combinaison avec des observations microscopiques et les résultats rejoignaient ceux 
obtenus avec la méthode de sporulation en bouillon, suggérant que les différences relèvent 
de la procédure de chauffage et de la germination, plutôt que du milieu. Les conclusions de 
Rodriguez-Palacios et Lejeune témoignent également de l'effet de la température sur la 
germination des spores. Ils ont remarqué que la germination et la récupération des spores 
étaient favorisées après un choc de 15 minutes à 63 °C, alors que 71 °C avait un effet sub-
létal. A 85 °C, ils ont observé une nette diminution de la récupération des spores qui serait 
due à l'inhibition de la division cellulaire plutôt qu'à la germination elle-même 
(RODRIGUEZ-PALACIOS et LeJEUNE, 2011). Notre procédure consistant à chauffer les 
cellules à 80 °C, on peut supposer que cette température provoquait une inhibition et 
conséquemment, un certain pourcentage des spores était affecté. Ainsi, probablement à 
cause de l'inhibition de la division cellulaire, les spores qui auraient normalement dû 
germiner et se multiplier, en étaient incapables, ce qui sous-estimait le compte de spores et, 
par le fait même, le pourcentage de sporulation. Ceci pourrait expliquer la variabilité des 
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résultats obtenus avec la méthode impliquant un traitement à la chaleur, suivi d'une 
croissance sur gélose, par rapport à la méthode de décompte direct. 
Considérant les deux méthodes, les isolats qui exhibaient les plus hauts taux de 
sporulation étaient, de façon surprenante, de ribotypes autres que 027, alors que les isolats 
NAP1/027 ont été relégués au rang de faibles sporulateurs. Ces résultats appuient les 
rcccntcs observations qui suggéraient que la sporulation n'est pas liée au type de souches 
(BURNS et al., 2010), mais contredit évidemment les études précédentes qui ont montré 
que les souches NAP1 présentaient de hauts taux de sporulation (ÂKERLUND et al., 
2008 ; SUNDRAM et al., 2009 ; MERRIGAN et al., 2010). 
Selon ces études, les cas de récurrence pourraient être associés aux souches 
NAP 1/027. Une souche qui sporule plus rapidement et plus efficacement pourra d'une part 
être dispersée facilement et d'autre part mieux persister autant dans l'environnement que 
dans l'intestin. En étant dispersée dans une chambre d'hôpital, la souche pourra se 
retrouver sur le mobilier d'un patient : son lit, sa chaise, son téléphone, etc. Et dû au fait 
que les spores peuvent être transportées via les mains du personnel soignant, elles peuvent 
rapidement se retrouver dans l'environnement d'un autre patient et celui-ci pourra aisément 
se contaminer. Le fait qu'une souche sporule davantage pourrait lui permettre de persister 
dans l'intestin. En présence d'antibiotiques, si la souche est sous forme de spores, 
l'antibiotique ne sera pas actif contre elles et celles-ci attendront la fin de l'antibiothérapie 
pour germiner et ainsi causer à nouveau une infection. 
Il serait donc intéressant d'étudier la capacité de sporulation d'isolats provenant de 
cas de récurrence afin d'évaluer l'implication des spores dans les épisodes de récurrence. 
Ainsi, il serait pertinent d'analyser les isolats de tous les épisodes de récurrence d'un même 
patient, afin de déterminer si la même souche est la cause de toutes les 1CD et si une 
capacité de sporulation accrue est responsable de la persistance de la souche, bref de 
déterminer s'il s'agissait d'une rechute, soit lorsque la souche persiste dans l'intestin ou 
d'une réinfection, c'est-à-dire lors de l'acquisition d'une nouvelle souche. 
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Somme toute, ces résultats suggèrent que les isolats NAP1/027 ne sont pas une 
indication d'un taux de sporulation accru et qu'ils ne montrent pas tous la même capacité 
de sporulation, contrairement à ce qui est véhiculé la plupart du temps. 
Autres caractéristiques phénotypiques 
Les toxines A et B et la sporulation sont les principaux phénotypes associés à la 
virulence de C. difficile, mais d'autres facteurs dont la mobilité et la résistance à certains 
antibiotiques sont aussi impliqués dans le comportement de la bactérie. 
La présence de flagelles est évidemment associée à la mobilité, mais également à la 
colonisation du tractus gastrointestinal. La mobilité est un facteur de virulence important 
chez plusieurs espèces, notamment chez Vibrio cholerae, (RICHARDSON, 1991). Comme 
une variabilité entre les souche a été observée précédemment (STABLER et al., 2009 ; 
TWINE et al., 2009), cette caractéristique a été étudiée dans la présente étude. 
La mobilité a été évaluée dans un milieu liquide contenant une faible quantité 
d'agar. Bien que certains isolats se démarquaient et semblaient plus mobiles, les différences 
observées étaient très subtiles et non significatives, d'après les tests statistiques. La 
mobilité n'a pas semblé dépendre du ribotype, car les isolats NAP1/027 n'apparaissaient ni 
plus ni moins mobiles que ceux des autres ribotypes. Malgré les trois réplicats biologiques, 
d'autres réplicats auraient été nécessaires afin de réduire les écarts et potentiellement 
permettre d'observer des différences significatives. Bref, selon les conditions, les résultats 
obtenus ne permettent pas d'établir de corrélation entre la mobilité d'un isolât et la sévérité 
des symptômes associés. Il y aurait donc lieu de revoir la méthode de mesure de la 
mobilité, afin de mieux distinguer les différences potentielles entre les isolats. 
Quant au profil de sensibilité des isolats, il a été déterminé pour huit antibiotiques 
dont trois fluoroquinolones, la clindamycine et les deux principaux antibiotiques utilisés 
dans le traitement des ICD, métronidazole et vancomycine. L'utilisation des 
fluoroquinolones est désormais considérée comme un important facteur de risque pour le 
développement des ICD, surtout en présence des souches NAP1/027 (PÉPIN et al., 2005b ; 
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LOO et al., 2005). L'augmentation de l'utilisation de cette classe d'antibiotiques a 
probablement représenté un avantage sélectif pour les souches NAP1/027 qui y sont 
résistantes (McDONALD et al., 2005). Le profil de sensibilité était effectivement relié au 
ribotype : tous les isolats étaient résistants à la clindamycine et sensibles au métronidazole 
et à la vancomycine, alors que seuls les isolats NAP1/027 étaient résistants à la 
ciprofloxacine, la lévofloxacine et la moxifloxacine, des fluoroquinolones de 2e, 3e et 4e 
génération. Ces résultats concernant la résistance des NAP 1/027 correspond à ce qui a été 
observé précédemment dans plusieurs études (BOURGAULT et al., 2006 ; KAZAKOVA 
et al., 2006 ; DRUDY et al., 2008) 
Forces, limites et perspectives 
Notre étude étant limitée par la petite taille de l'échantillon, les conclusions qu'on 
peut en tirer se doivent d'être nuancées et interprétées avec précaution. Toutefois, plusieurs 
aspects de la caractérisation ont été abordés, ce qui fait de cette étude une étude plus 
complète comprenant des aspects diversifiés. En plus d'avoir caractérisé les isolats grâce à 
plusieurs méthodes et étudié de nombreux phénotypes, nous avons pu évaluer les liens 
entre le génotype, les phénotypes et la sévérité des ICD en relation avec certaines données 
cliniques (âge et sexe du patient, antibiotique ayant causé l'ICD et données de sérologie). 
Nos conclusions pourraient être validées par des études incluant un plus grand nombre 
d'isolats répartis sur une plus longue période. 
Il faut aussi considérer le fait que les bactéries peuvent se comporter différemment 
selon qu'elles se retrouvent sur un pétri ou dans un intestin. Nos conclusions se basent sur 
des observations in vitro, ce qui signifie que les résultats obtenus pour la production de 
toxines et la sporulation pourraient être totalement différents de ceux in vivo, ce qui 
pourrait ne pas refléter ce qui se passe à l'intérieur d'un hôte. En fait, il a déjà été suggéré 
que les résultats obtenus in vitro sont faiblement reproductibles et ne représentent pas les 
vraies conditions de l'intestin humain (FREEMAN et al., 2006). Par exemple, les acides 
aminés sont connus pour affecter la production de toxines in vitro (KARLSSON et al., 
2000), mais les nutriments présents dans le côlon peuvent également avoir une influence 
(MAY et al., 1994 ; WARD et YOUNG, 1997). Il serait donc intéressant d'étudier la 
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dynamique de production des toxines A et B de même que la capacité de sporulation de 
plusieurs isolats NAP1/027 en utilisant un modèle d'intestin artificiel qui mime 
l'environnement intestinal humain (MACFARLANE et ai, 1998 ; FREEMAN et al., 
2003 ; BAINES et al., 2005) ou, mieux encore, en utilisant un modèle animal d'infection 
comme la souris ou le hamster. 
En plus des nutriments, les espèces bactériennes peuvent également influencer les 
niveaux de toxines et la mortalité associée aux ICD (CORTHIER et al., 1985). Les 
Bacteroidetes et les Firmicutes ont semblé être reliés au développement des ICD, à savoir 
une augmentation et une diminution des espèces de ces phyla, respectivement (MANGES 
et al., 2010). Qui plus est, la flore microbienne des patients aux prises avec des récurrences 
est aussi différente. En effet, les populations bactériennes y sont très variables et peu 
diversifiées (CHANG et al., 2008). Une étude plus complexe pourrait permettre d'analyser 
le microbiotc des patients atteints d'ICD, en lien avec les phénotypes associés à la virulence 
et les manifestations cliniques qui surviennent. Ainsi, l'implication des populations 
bactériennes sur le cours de l'infection en relation avec les caractéristiques des souches 
pourrait être évaluée. Étant donné que la capacité d'adhérence des bactéries aux cellules 
intestinales grâce aux protéines de surface et aux adhésines semble variable, ce phénotype 
pourrait aussi être étudié (TASTEYRE et al., 2000 ; McCOUBREY et POXTON, 2001). 
Finalement, peut-être que d'autres méthodes de typage, plus spécifiques ou qui 
cibleraient d'autres endroits du chromosome bactérien ou tout simplement une combinaison 
de plusieurs méthodes pourraient permettre de caractériser les souches plus efficacement et 
identifier les sous-types importants. Il serait ainsi possible d'anticiper le comportement 
d'une souche et, ainsi, contribuer à administrer et prévoir le traitement approprié. 
Conclusions 
En conclusion, nos résultats suggèrent que, dans un contexte non-épidémique, les 
symptômes cliniques associés aux infections à Clostridium difficile ne peuvent être prédits 
par le typage des souches, c'est-à-dire que le ribotype 027 seul ne devrait pas être perçu 
comme un élément prédictif d'une ICD sévère, ni par quelque phénotype associé à la 
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virulence, telles la production de toxines et la sporulation. Les méthodes de typage actuelles 
ne permettent pas de prédire un phénotype précis et ne devraient pas être considérées 
comme seul indice pour anticiper l'issue clinique des ICD. De plus, nos observations 
appuient le nombre croissant d'évidences qui remettent en cause l'hypcrvirulence de la 
souche NAP 1/027 et certains de ses phénotypes et proposent ainsi que les considérations 
concernant la souche NAP 1/027 devraient être nuancées et révisées, car il existe des sous-
types qui témoignent d'une variété génotypique et phénotypique. 
Bref, la sévérité des symptômes dépend probablement d'une combinaison de 
plusieurs caractéristiques de la bactérie, mais surtout de l'hôte, à savoir son statut 
immunitaire et son microbiote dont l'état, la diversité des espèces microbiennes et les 
interactions entre celles-ci varient d'un individu à un autre. Et, comme les infections à 
C. difficile représentent un phénomène dynamique et changeant, nos connaissances devront 
sans cesse être renouvelées afin de pouvoir suivre le cours de l'évolution de ce pathogène et 
tenter de mieux le comprendre. 
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